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RÉSUMÉ 
INFLUENCE DE L'ALTÉRATION DE L'EXPRESSION DES ISOFORMES DES 
RÉCEPTEURS DES ACIDES RÉTINOÏQUES RAR~ SUR L'EXPRESSION DES 
GÈNES HOXDU GROUPE A. 
Marie-Eve Carrier 
Département d' Anatomie et de biologie cellulaire, Faculté de Médecine, 
Université de Sherbrooke. 
Les gènes homéotiques sont reconnus pour Jouer un rôle important dans le 
développement embryonnaire, mais aussi dans le contrôle de la prolifération cellulaire, de 
la différenciation cellulaire et de l'apoptose chez l'adulte. Lorsqu'ils sont exprimés de 
façon aberrante, les gènes homéotiques sont potentiellement oncogéniques. L'expression 
anormale des gènes homéotiques a d'ailleurs été relevée chez différents types de cancers 
tels que les cancers du poumon, du côlon, du sein et du rein et diverses leucémies. Dans 
un contexte cellulaire normal, l'expression de certains gènes homéotiques est directement 
contrôlée par les acides rétinoïques via les récepteurs nucléaires RAR et RXR. Chez des 
souris transgéniques présentant des altérations d'expression des différents isoformes de 
RAR~, nous avons analysé l'expression de plusieurs gènes Hox du complexe A. 
L'expression des gènes Hoxa-1, Hoxa-2, Hoxa-5 et Hoxa-7 a été trouvée fortement 
affectée dans les pneumocytes de type II, les cellules de Clara et les cellules cancéreuses 
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présentes dans les poumons. De plus, la présence de la protéine Hoxa-5 a été confirmée 
par immunobuvardage effectué à partir d'extraits de pneumocytes de type Il. 
L'implication des différents gènes Hox analysés au cours de nos travaux dans 
!'oncogenèse est encore inconnue à ce jour. Nous soupçonnons cependant que certains 
gènes Hox sont oncosuppresseurs alors que d'autres sont oncogéniques. 
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1.1 Le système pulmonaire 
Le système pulmonaire est composé des voies respiratoires donnant accès aux 
poumons, des poumons ainsi que des systèmes musculaires et nerveux qui régulent la 
respiration (Campbell, 1995; Marieb, 1999). Ses principales fonctions sont d'assurer 
l'approvisionnement en oxygène nécessaire au métabolisme cellulaire et de débarrasser 
l'organisme d'un déchet métabolique libéré par les cellules, le gaz carbonique (C02, 
Marieb, 1999). Dans le système pulmonaire, les échanges gazeux sont effectués au niveau 
des alvéoles, via le système cardiovasculaire (Campbell, 1995; Marieb, 1999). Chaque 
alvéole contient plusieurs types cellulaires, dont les pneumocytes de type 1, les 
pneumocytes de type II et les macrophages alvéolaires (figure 1; Marieb, 1999). 
Les pneumocytes de type 1 sont des cellules épithéliales pavimenteuses qui 
tapissent la majorité des alvéoles. Ils assurent les échanges gazeux et leur différenciation 
cellulaire est terminale (Crestani et Aubier, 1995). Les pneumocytes de type II, de forme 
typiquement cuboïdale, sont retrouvés au niveau de l'épithélium alvéolaire. 
Contrairement aux pneumocytes de type 1, ils sont différenciés de façon non-terminale 
(Crestani et Aubier 1995; Fehrenbach, 2001). Lorsque l'intégrité tissulaire des alvéoles 
est affectée, les pneumocytes de type Il ont la capacité de se dé-différencier, de se 
multiplier et de se re-différencier en pneumocytes de type l ou de type Il pour régénérer 
les tissus alvéolaires (Witschi, 1990). Au sein des alvéoles, les pneumocytes de type II 
effectuent la synthèse et la sécrétion des surfactants alvéolaires, une activité qu'ils 
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partagent avec les cellules de Clara de l'épithélium bronchique (figure 1 A; Mason et al., 
2000). Dans la lumière des alvéoles, les surfactants diminuent la tension de la surface 
alvéolaire, ce qui empêche les alvéoles pulmonaires de s'affaisser sur elles-mêmes (Hills, 
1999). Chez l'humain, les surfactants sont constitués d'approximativement 10% de 
protéines (incluant les protéines du surfactant SP-A, SP-B, SP-C et SP-D) et de 90% d'un 
mélange de lipides (composé principalement de phosphatidylcholine et de 
phosphatidylinositol; Harlan et al., 1966; Crestani et Aubier, 1995; Jobe et al., 2000; 
Fehrenbach, 2001). 
Les macrophages alvéolaires sont, comme les surfactants, retrouvés à la surface 
des alvéoles. Ils éliminent les micro-organismes et les poussières qui atteignent les 
structures pulmonaires internes (Marieb, 1999). Une fois leur tâche accomplie, les 
macrophages alvéolaires sont transportés passivement hors des alvéoles par le courant 
ciliaire induit par les cellules ciliées bronchiques, jusqu'au pharynx (Van Winkle et al., 
1995; Campbell, 1995; Marieb, 1999). Certains types de cancers pulmonaires auraient 
pour origine des cellules de Clara ou des pneumocytes de type II (Gazdar et al., 1983, 
1990; Thaete et Malkinson, 1991). 
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Figure 1. Le poumon humain 
En A, les principales structures du poumon humain sont présentées sur une coupe 
pulmonaire effectuée au niveau des bronches (Kühnel, 1997). Les tissus pulmonaires ont 
été colorés à l' éosine-hématoxyline. La bronchiole est facile à repérer grâce à sa 
muqueuse contractée (en forme d'étoile), formée de cellules bronchiques ciliées (cellules 
de Clara, soulignées). Remarquez la proximité relative des aléoles et des bronchioles 
(dont la muqueuse est en forme d'étoile). Ces deux structures contiennent respectivement 
les pneumocytes de type II et les cellules de Clara. En B, la structure d'une alvéole a été 
grossie plusieurs fois afin de faciliter la visualisation de sa constitution cellulaire (Marieb, 
1999). Les pneumocytes de type 1, les pneumocytes de type II et les macrophages 

























1.2 Les cancers pulmonaires 
Le cancer est une pathologie caractérisée par une prolifération locale et aberrante 
de cellules qui se divisent de façon anarchique, qui sont non différenciées et qui résistent 
fortement à l'apoptose (Marieb, 1999; Greenberg et al., 2002; Ross et Rosen, 2002). 
Lorsque les cellules cancéreuses deviennent indépendantes de leur environnement, elles 
peuvent se détacher et s'ancrer ailleurs dans l'organisme pour créer des foyers cancéreux 
secondaires (métastases; Marieb, 1999). Au Canada, le cancer pulmonaire est la deuxième 
forme de cancer la plus diagnostiquée. Il représente le cancer le plus mortel tant pour 
l'homme que pour la femme. Jusqu'à 90% des cancers pulmonaires diagnostiqués sont 
mortels sur une période de cinq ans suivant le diagnostic initial (Santé Canada, 2002). 
1.2.1 Les différents types de cancers pulmonaires 
Les cancers pulmonaires sont divisés en deux classes selon l'expression de 
différents marqueurs, leur présentation clinique, leur étalement métastatique et leur 
réponse aux thérapies disponibles: les « cancers pulmonaires à petites cellules » (SCLC) 
et les « cancers pulmonaires non à petites cellules » (NSCLC; Travis, 2002). 
1.2.1.1 Les SCLC 
Les SCLC comprennent les formes les plus agressives et les plus mortelles de 
cancers pulmonaires. Ils constituent environ 20 % des cancers diagnostiqués (Matthews et 
Linnoila, 1988). Les SCLC débutent habituellement à la périphérie des bronches, au centre 
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des poumons. Ils forment des tumeurs de type neuroendocriniennes qui présentent une 
architecture floue et beaucoup de nécrose (Gould et al., 2000). Les cellules cancéreuses 
des SCLC sont rondes à fusiformes avec peu de cytoplasme, leur chromatine est fine et 
granulaire et leurs noyaux possèdent un nucléole discret (Flieder, 2002). 
Présentement, les SCLC sont divisés en deux sous-groupes: les SCLC classiques 
et les SCLC variants. Les SCLC classiques expriment une panoplie de marqueurs 
neuroendocriniens présentant des granules de sécrétions neuronaux, de la L-dopa 
décarboxylase, de l'énolase neurone-spécifique, une isoenzyme créatine kinase du 
cerveau et produisant des peptides et des amines hormonales comme la GRP, la 
calcitonine, l' adrénocorticotropine, l' ANP, la sérotonine, etc. (Matthews et Linnoila, 
1988; Linnoila, 1988). Contrairement à ceux-ci, les SCLC variants expriment faiblement 
et très peu de marqueurs neuroendocriniens : ils présentent une absence de granules de 
sécrétions, la perte de l'expression de plusieurs peptides hormonaux comme la GRP ou la 
calcitonine et une diminution de l'expression de certains marqueurs comme l' énolase 
spécifique aux neurones (Matthews et Linnoila, 1988). L'origine cellulaire des SCLC est 
encore mconnue. 
1.2.1.2 Les NSCLC 
Les NSCLC représentent 80% des cancers pulmonaires. Ils se développent plus 
lentement que les SCLC et sont beaucoup moins métastatiques que ceux-ci (Travis, 
2002). On retrouve trois formes majeures de NSCLC chez l'homme: les adénocarcinomes 
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(31.5 % des cancers pulmonaires), les carcmomes squameux (29.4 % des cancers 
pulmonaires) et les carcinomes à grandes cellules (9.2 % des cancers pulmonaires). 
Les adénocarcinomes sont généralement associés aux bronches et prennent 
naissance en périphérie des poumons (Mattews et Linnoila, 1988). Chez des fumeurs de 
cigarettes légères qui inhalent plus profondément la fumée dans leurs poumons, des 
adénocarcinomes de type bronchiolo-alvéolaires sont fréquemment observés (Franceschi 
et Bidoli, 1999). L'architecture tumorale des adénocarcinomes est au minimum 50% 
glandulaire (Gould, 2000). Les tumeurs sont sous forme de nodules solitaires, satellites ou 
de consolidation pulmonaire (Brambilla et Spiro, 2001). Au sein de l'adénocarcinome, les 
cellules cancéreuses sont histologiquement hétérogènes (Travis, 2002). Les pneumocytes 
de type II ou des cellules de Clara seraient les cellules d'origine des adénocarcinomes 
(Gazdar et al., 1983 ). 
Les carcinomes squameux ou cancers épidermoïdes apparaissent généralement au 
centre des poumons dans les bronches segmentaires (Mattews et Linnoila, 1988; Travis, 
2002). Les tumeurs épidermoïdes forment souvent des masses qui ont l'apparence d'une 
moisissure dans la lumière des bronches (Gould, 2000). Lorsqu'elles sont différenciées, 
elles contiennent des cellules cancéreuses qui créent des ponts intercellulaires, des 
structures squameuses en forme de perle et qui montrent une kératinisation individuelle 
(Travis, 2002). Les différents isoformes de la cytokératine observées ( cytokératines 1, 5, 
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10 et 14) sont d'ailleurs des marqueurs tumoraux associés aux cancers épidermoïdes 
(Brambilla et al., 2000). 
Les carcinomes à grandes cellules sont souvent associés à des carcinomes peu 
différenciés (Gould, 2000). Ils forment souvent des tumeurs en périphérie des poumons 
(Matthews et Linnoila, 1988). Les tumeurs des carcinomes à grandes cellules présentent 
des feuillets et des filets de grandes cellules polygonales ayant un cytoplasme abondant et 
un noyau vésiculaire qui contient un nucléole saillant (Travis, 2002). La biologie des 
cancers à grandes cellules est très similaire à celle des adénocarcinomes, c'est-à-dire 
qu'ils tendent à se développer aux mêmes sites pulmonaires et ont un comportement 
métastatique semblable (Yesner, 1985). 
1.2.3 L'origine des cancers pulmonaires 
La transformation d'une cellule normale en cellule cancéreuse est causée par des 
modifications du bagage génétique comprenant des mutations ponctuelles de l 'ADN 
cellulaire lors de la réplication de l 'ADN (Kleinerman et al., 2000), mais surtout par 
l'exposition prolongée des cellules à des agents cancérigènes physiques (radiations 
ionisantes; Leenhouts et Brugmans, 2001), biologiques (virus oncogènes; Marieb, 1999; 
Furumoto et Ihara, 2002) ou chimiques (incluant notamment des produits du tabac, des 
hydrocarbures et de l'amiante; Minna, 1993; Bégin, 1998; Francheschi et Bidoli, 1999; 
Marieb, 1999; Chaturvedi et Chaturvedi, 2001 ). La cause majeure du développement des 
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cancers pulmonaires est le tabagisme ou l'exposition à la fumée secondaire de cigarette 
(75-80%; Cersosimo, 2002). 
Les agents cancérigènes induisent différentes modifications dans le bagage 
génétique des cellules pulmonaires. Dans un premier temps, ils provoquent la mutation, 
l'inactivation ou la délétion de plusieurs gènes. Parmi les gènes souvent modifiés dans les 
cellules cancéreuses, on compte des gènes clés intimement liés au contrôle de la 
croissance et du cycle cellulaire des cellules pulmonaires codant pour les récepteurs 
cellulaires du TGFP et des acides rétinoïques (Zhang et al., 1996; Kang et al., 2000), les 
molécules de signalisation pRB, pl 6ink4 et p53 (Greenblatt et al., 1994; Kamb et al., 1994; 
Fong et al., 1999; Sharpless et DePinho, 2002; Campling et El-Deiry, 2003; Geradts, 
2003) et la molécule d'attachement à la matrice extracellulaire nommée intégrine P1 
(Oshita et al., 2002). L'expression des gènes modifiés est altérée, parfois jusqu'au point 
où elle devient anormalement activée ou inactivée (Salgia et Skarin, 1998; Niklinska et 
al., 2001). Les cellules qui en sont porteuses perdent ou gagnent alors des capacités 
importantes liées au contrôle de la prolifération, de la survie ou de l'identité cellulaire 
(Salgia et Skarin, 1998; Ross et Rosen, 2002). L'accumulation des mutations dans leur 
ADN engendre des cellules cancéreuses typiques caractérisées par une division 
anarchique, une indifférenciation cellulaire et une forte résistance à l'apoptose (Greenberg 
et al., 2002; Ross et Rosen, 2002). Dans un second temps, les agents cancérigènes causent 
des altérations du nombre et de la structure des chromosomes cellulaires (Masuda et 
Takahashi, 2002). Les altérations structurales des chromosomes comprennent des 
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altérations de type microsatellites, des translocations, des amplifications de gènes, des 
épisomes (de l'ADN extra-chromosomique) et des délétions (Xu et al., 1996; Dang et al., 
2000; Masuda et Takahashi, 2002; Koutsami et al., 2002). Dans les cellules cancéreuses 
pulmonaires, le chromosome 3p est affecté de délétions ou de translocations dans 90% 
des tumeurs SCLC et dans 50% des tumeurs NSCLC (Salgia et Skarin, 1998). Les 
délétions interstitielles du chromosome 3p dans les cancers couvrent les régions 3p 14-
cent, 3p21.3-3p23 et 3p25 (Hibi et al., 1992; Gazdar, 1994; Salgia et Skarin, 1998; 
Pitterle et al., 1998). Ces régions portent des gènes candidats potentiellement impliqués 
dans la genèse et la progression des cancers pulmonaires. La région 3p 14-cent comprend 
le gène codant pour le récepteur protéine-tyrosine phosphatase gamma (PTPRG; Pitterle 
et al., 1998; Salgia et Skarin, 1998) et celui codant pour le Fragile Histidine triad (FHIT) 
impliqué dans la métabolisme du diadénosine tetra-phosphate en adénosine triphosphate 
(ATP) et en adénosine monophosphate (AMP; Pitterle et al., 1998; Salgia et Skarin, 1998; 
Zabarovsky et al., 2002). La région 3p21.3-3p23 inclut entre autres les gènes codant pour 
le récepteur type II répondant au TGFP (TGFP-R2; Mathew et al., 1994; Kang et al., 
2000) et le« RAS association domain family protein » (RASSFl), une protéine présumée 
onco-suppressive ayant la capacité de se lier à l'oncogène RAS pour activer la 
différenciation cellulaire et l'apoptose (Dammann et al., 2000; Burbee et al., 2001; 
Zabarovsky et al., 2002). Enfin, la région 3p25 comprend le gène tumeur suppresseur 
VHL impliqué dans le syndrome de V on Hippel Lindau (Minna, 1993; Salgia et Skarin, 
1998; Zabarovsky et al., 2002), le gène codant pour le récepteur nucléaire y activé par les 
proliférateurs de peroxisomes (PPARy) qui pourrait être associé aux cancers pulmonaires 
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(Beamer et al., 1997; Tsubouchi et al., 2000) et le gène tumeur suppresseur codant pour le 
récepteur nucléaire à l'acide rétinoïque bêta (RARp), un facteur transcriptionnel ayant la 
capacité d'activer plusieurs gènes impliqués dans }'oncogenèse pulmonaire (Mattei et al., 
1988; Bérard et al., 1994, 1996; Salgia et Skarin, 1998; Zabarovsky et al., 2002). 
1.2.4 Implication des récepteurs des acides rétinoïques dans les 
cancers pulmonaires 
Les acides rétinoïques (RA) jouent un rôle important dans l'embryologie et 
l' organogénèse pulmonaires, le contrôle de la prolifération et de la différenciation 
cellulaire, l'apoptose, l'angiogenèse, l'immunomodulation et l'expression d'oncogènes et 
de gènes supresseurs de tumeurs (Oikawa et al., 1989; Chytil, 1996; Raz et Kelley, 1997; 
Rogers, 1997; Bérard et al., 1997; Liaudet-Coopman et al., 1997; Li et al., 1998; Haidar et 
al.; 2000; Jinno et al., 2002). Des carences alimentaires en RA et en vitamine A sont des 
facteurs de risques reconnus pour le développement du cancer du poumon (Minna et 
Mangelsdorf, 1997). De plus, des précurseurs des RA et certains analogues synthétiques 
ont été évalués en recherche clinique comme agents chimiopréventifs des cancers (Evans 
et Kaye, 1999; Dahl et al., 2000; Hansen et al., 2000; Lippman et Lotan, 2000). 
Diverses anomalies associées aux récepteurs nucléaires RARP ont été identifiées 
dans la pathogenèse du cancer du poumon. En effet, l'expression du récepteur nucléaire 
RARp, encodé dans la région chromosomique 3p24, est spécialement affectée dans les 
lignées cellulaires tumorales (Nervi et al., 1991; Geradts et al., 1993; Bérard et al., 1994; 
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Zhang et al., 1994,1996) et dans les tumeurs pulmonaires elles-mêmes (Gebert et al., 
1991; Houle et al., 1991; Kok et al., 1997). Environ 60% des NSCLC présentent une 
sous-expression de RARP (Xu et al., 1997). De plus, !'isoforme RARP4 sans le domaine 
A présente un caractère oncogénique car sa sur-expression a souvent été notée dans des 
lignées cellulaires d'adénocarcinomes pulmonaires (Bérard et al., 1994). D'autre part, les 
cellules pulmonaires cancéreuses contiennent fréquemment une délétion d'une copie du 
gène du récepteur RARP (Gebert et al., 1991; Nervi et al., 1991; Geradts et al., 1993). 
L'allèle restant est souvent inactivé par méthylation du promoteur (Zochbauer-Müller et 
al., 2001; Suh et al., 2002). Dans les cas de cancers pulmonaires, du sein, du cou et de la 
tête, la méthylation du promoteur de RARP mène à une inhibition de l'expression du gène 
de RARP (Virmani et al., 2001; Zou et al., 2001; Sirchia et al., 2002). Aussi, le 
rétablissement de l'expression de RARP2 chez différentes lignées cellulaires et la 
xénogreffe de cellules cancéreuses squameuses du poumon transfectées par RARP ont 
conduit respectivement à la suppression de la prolifération tumorale in vitro et in vivo 
(Houle et al. 1993; Xu et al., 1997; Lokshin et al., 1999). Enfin, la restauration de 
l'expression de RARP conduit parfois les cellules cancéreuses à une différenciation 
terminale (Crowe, 1998; Lokshin et al., 1999). La perte d'expression de RARP est fort 
probablement en lien direct avec la diminution du contrôle de la prolifération des lignées 
cellulaires dérivées de SCLC et de NSCLC in vitro par l'acide rétinoïque (Geradts et al., 
1993; Houle et al., 1993; Li et al., 1998). 
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Certaines tumeurs toutefois sur-expriment RARP (Viallet et al., 1991). Des lignées 
cellulaires dérivées d'adénocarcinomes pulmonaires sur-expriment également l'isoforme 
RARP4 qui ne présente pas le domaine A (Bérard et al., 1994). Si ces cellules à caractère 
cancéreux étaient traitées aux RA, il est probable qu'aucun effet sur la prolifération et 
l'apoptose cellulaire ne serait remarqué, tels qu'il a été observé chez quelques lignées 
cellulaires dérivées de cancers pulmonaires (Geradts et al., 1993; Zhang et al., 1994). 
Dans ce contexte, la sur-expression de RARP4 ou des défectuosités au niveau des 
corégulateurs serait en partie responsable de l'absence de réponse positive au traitement 
avec les RA (Geradts et al., 1993; Zhang et al., 1994; Moghal et al., 1995). 
Dans notre laboratoire, nous possédons des lignées de souris transgéniques qui 
expriment un ARN antisens dirigé contre l' ARNm des isoformes RARP 1 et RARp3 
d'une part, et RARP2 (souris AS-RARP 1/RARP3 et AS-RARP2; figure 2 et 3; Bérard et 
al., 1996, 1997). Les souris de ces lignées sous-expriment les récepteurs nucléaires 
RARPlet RARP3 d'une part, et RARP2 d'autre part. Toutes ces souris démontrent une 
tendance marquée à développer des cancers pulmonaires, spécialement celles des lignées 
sous-exprimant l'isoforme RARP2 et sur-exprimant l'isoforme RARP4-LIKE (figure 4; 
Bérard et al., 1994, 1996). 
15 
Figure 2. Description du transgène antisens des souris AS-RARpllp3 
Une portion de l' ADNc commune aux domaines A des isoformes RARP 1 et RARP3 a été 
inversée en aval du promoteur MMTV-LTR. Le transgène produit un ARN antisens dirigé 
simultanément contre les domaines A des deux isoformes. Cet ARN antisens peut 
s'hybrider à la région entourant le codon d'initiation de la traduction de l' ARNm de 
RARPl et de RARp3. Le transgène inclut un signal de polyadénylation de SV40 dont 
l'épissage indique que le transgène est bel et bien exprimé. L'expression de ces isoformes 
est considérablement diminuée par l'expression del' ARN antisens (Bérard et al., 1997). 
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Figure 3. Description du transgène antisens des souris AS-RARp2 
Une portion de l' ADNc de !'isoforme RARp2 a été inversée en aval du promoteur 
MMTV-LTR. Le transgène produit un ARN antisens dirigé contre le domaine A de 
!'isoforme RARP2. Cet ARN antisens s'hybride avec la région entourant le codon 
d'initiation de la traduction de l'ARNm de RARp2. Le transgène inclut un signal de 
polyadénylation de SV40 dont l'épissage indique que le transgène est bel et bien exprimé. 
L'expression de cet isoforme est considérablement diminuée dans les cellules exprimant 
l' ARN antisens (Bérard et al., 1996). 
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Figure 4. Description du transgène des souris RARJ34-LIKE 
Le transgène RARJ34-LIKE est constitué d'un ADNc modifié de RARJ34 qui comporte un 
codon d'initiation de type ATG au lieu du CTG normalement retrouvé dans le gène 
murin. Il est inséré en aval du promoteur MMTV-LTR. Le transgène inclut un signal de 
polyadénylation de SV 40 dont l' épissage indique que le transgène est bel et bien exprimé. 
L'expression de !'isoforme RARj34-LIKE est augmentée dans les souris exprimant le 
transgène (Bérard et al., 1994). 
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Les récepteurs nucléaires répondant aux acides rétinoïques naturels et synthétiques 
(désignés par le terme rétinoïdes ou RA) appartiennent à la famille des récepteurs 
stéroïdiens-thyroïdiens (Nagpal et al., 1992; Giguère, 1994; Piedrafita et Pfahl, 1999; 
Thacher et al., 2000). Selon leurs préférences de ligands et leurs séquences protéiques, les 
récepteurs nucléaires des RA sont classés en deux sous-familles: les récepteurs à l'acide 
rétinoïque (RAR) et les récepteurs des réxinoïdes (RXR pour «retinoid-X-receptorn; 
Giguère, 1994; Chambon, 1996; Piedrafita et Pfahl; 1999). Les RAR, qui sont les 
principaux effecteurs de la signalisation induite par les RA, lient le 9-cis RA, l'all-trans 
RA et les dérivés de la vitamine A (désignés globalement comme les rétinoïdes; Thacher 
et al., 2000). Pour leur part, les RXR lient seulement le 9-cis RA et les réxinoïdes, qui 
sont leurs ligands synthétiques hautement spécifiques (Spom et Suh, 2002). 
Chaque famille de récepteurs nucléaires comporte trois isotypes encodés par des 
gènes différents (RAR a, p, y et RXR a, p, y; Giguère et al, 1987, 1990; Petkovich et al., 
1987; Benbrook et al., 1988; Brand et al., 1988; Krust et al., 1989; Zelent et al., 1989; 
Mangelsdorf et al., 1990, 1992; Piedrafita et Pfahl, 1999; Thacher et al., 2000). Les gènes 
RARa, p et y sont respectivement sur le chromosome 17q21.1, 3p24 et 12q13 (Mattei et 
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al., 1988; Chambon, 1996), alors que ceux des RXRa, P et y sont respectivement situés 
sur les chromosomes 9q34.3, 6p21.3 et lq22-q23 (Chambon, 1996). L'usage de deux 
promoteurs en tandem, de codons alternatifs d'initiation de la traduction et de l'épissage 
alternatif permet de générer huit isoformes de RAR et sept isoformes de RXR à partir de 
ces gènes (Zelent et al., 1991; Lehmann et al., 1991; Nagpal et al., 1992). Parmi les 
isoformes de RAR, quatre sont des isoformes encodés par le gène de RARP situé dans la 
région 3p24 du chromosome 3p (figure 5 A; Mattei et al., 1988; Chambon, 1996). Nous 
savons que la région 3p24 est fréquemment délétée dans les cellules cancéreuses 
pulmonaires et qu'une perte d'expression de RARP par méthylation du promoteur est 
observée (Zochbauer-Müller et al., 2001; Suh et al., 2002; Zabarovsky et al., 2002). De 
plus, nos modèles animaux démontrent que le gène RARP serait en cause dans 
l'apparition des cancers pulmonaires (Bérard et al., 1994, 1996). 
1.3.2 Structure des récepteurs nucléaires de l'acide rétinoïque 
Les récepteurs à l'acide rétinoïque RAR et RXR possèdent six domaines 
fonctionnels désignés chacun par une lettre (A, B, C, D, E ou F; figure 5 B; Chambon, 
1996). 
1.3.2.1 Les domaines modulateurs A et B 
En N-terminal, les récepteurs à l'acide rétinoïque présentent les domaines A et B 
dits aussi domaines modulateurs (Aranda et Pascual, 2001). Le domaine A est très 
variable en terme de longueur et d'homologie de séquence chez les isoformes des 
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récepteurs nucléaires de l'acide rétinoïque. Sa variabilité est causée spécifiquement par 
l'usage de promoteurs en tandem, de codons d'initiation de la traduction multiples et par 
l'épissage alternatif (Lehmann et al., 1991; Zelent et al., 1991; Nagpal et al., 1992; 
Chambon, 1996). Les domaine B à F sont conservés entre les isoformes d'un même 
isotype de RAR ou de RXR (Chambon, 1996). 
Les domaines A et B incluent une fonction de transactivation ligand indépendante 
appelée AF-1 (Nagpal et al., 1993). En absence des rétinoïdes, la fonction AF-1 a pour 
rôle de maintenir une activité transcriptionnelle de base des gènes régulés par les 
récepteurs des RA (Nagpal et al., 1992, 1993; Folkers et al., 1993). Son activité est 
spécifique à certains tissus et est fonction du type de promoteur (Nagpal et al., 1992; 
Mader et al., 1993; Aranda et Pascual, 2001). De plus, elle est sujette à une régulation 
positive par la phosphorylation de certains résidus par les protéines kinases cycline-
dépendante (CDK2, CDK7; Folkers et al., 1993; Rogatsky et al., 1999; Bastien et al., 
2000). L'isoforme RAR~4 est le seul sans domaine A, donc sans domaine de 
transactivation AF-1 (Giguère, 1994). Pour cette raison, !'isoforme RAR~4 pourrait avoir 
une capacité de transactivation moins efficace pour certains promoteurs qu'il cible même 
en présence du ligand (Nagpal et al., 1992). À l'extrême, RAR~4 pourrait aussi agir en 
tant qu'isoforme dominant négatif dans les tumeurs le surexprimant comme les tumeurs 
mammaires humaines (Sommer et al., 1999; Soprano et al., 2000). 
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Figure 5. Les récepteurs nucléaires RARP et leurs domaines fonctionnels 
En A sont présentés les isoformes du récepteur RARP qui ont été caractérisés chez la 
souris (Giguère, 1994). Les boîtes noires situent les domaines de liaison à l' ADN et au 
ligand. Le pourcentage d'identité de ces régions avec celles du récepteur RARa est 
indiqué. Les boîtes hachurées et pointillées indiquent les régions N-terminales générées 
par épissage alternatif. Les nombres au haut de chaque boîte indiquent les acides aminés 
limitant chaque domaine fonctionnel ainsi que la longueur totale de la protéine. En B, les 
six domaines fonctionnels des récepteurs à l'acide rétinoïque sont décrits. Tous sont 
généralement bien conservés entre les espèces, sauf les domaines A et D qui présentent 
beaucoup de variabilité. Le domaine C est agrandi sur la figure afin de mettre en évidence 
les deux doigts de zinc impliqués dans les interactions des récepteurs avec l' ADN. 
25 




1 32 98 144 364 399 
RAR~ 
26 
1.3.2.2 Domaine C 
Le domaine C, le plus conservé des récepteurs nucléaires, est responsable de la 
liaison à l'ADN (Kumar et Thompson, 1999). Le domaine C est composé de deux motifs 
en doigts de zinc qui comprennent 60 à 70 acides aminés et d'une extension carboxy-
terminale (CTE; Kumar et Thompson, 1999; Aranda et Pascual, 2001). Dans le premier 
motif, la boîte P confère la spécificité de reconnaissance de l'élément de réponse à l'acide 
rétinoïque dans l' ADN (Kumar et Thompson, 1999). Dans le second, la boîte D est 
impliquée dans la dimérisation des récepteurs nucléaires (Kumar et Thompson, 1999; 
Aranda et Pascual, 2001). L'extension carboxy-terminale suivant les deux motifs fournit 
des interfaces protéines-ADN et des interfaces protéines-protéines (Yang et al., 1991; Hsu 
et al., 1998; Hsieh, et al., 1999; Melvin et al. 2002). 
1.3.2.3 Domaine D 
Le domaine charnière D est hypervariable en terme de longueur et d'homologie 
(Aranda et Pascual, 2001 ). Très flexible, il permet au domaine de liaison à l 'ADN une 
rotation de 180° afin que les récepteurs nucléaires puissent se lier sous forme de dimères 
sur des éléments de réponse formés de demi-sites possédant des orientations diverses 
(Piedrafita et Pfahl, 1999). Le domaine D possède des sites de reconnaissance, de 
modifications post-traductionnelles tels qu'un site d'acétylation par CBP/p300 et qu'un 
site de phosphorylation (Delmotte et al., 1999; Wang et al., 2001) ainsi que des sites de 
liaison à des co-répresseurs (CoR box; Horlein et al., 1995; Miyamoto et al., 2001). De 
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plus, il inclut chez certains récepteurs, dont celui de la vitamine D3, un signal de 
localisation nucléaire (NLS; Picard et Yamamoto, 1987; Michigami et al., 1999). 
1.3.2.4 Les domaines E et F 
Le domaine E est hautement conservé entre les isotypes de RAR (94 -97 % ) et de 
RXR (91-97 %; Chambon, 1996). Il contient un domaine de liaison au ligand, une 
fonction de transactivation ligand-dépendante (AF-2) et une interface de dimérisation 
(Chambon, 1996; Perlmann et al., 1996; Wurtz et al., 1996; Kumar et Thompson, 1999; 
Aranda and Pascual, 2001 ). Le domaine E comporte également une fonction de 
transrépression active (silencing; Baniahmad, 1992). En absence de RA dans le milieu 
cellulaire, le domaine de transrépression inhibe la transactivation des gènes ciblés par les 
récepteurs nucléaires des RA. En présence de RA, la fonction AF-2 est activée et 
l'inhibition de la transactivation par la fonction de transrépression active est relevée (Qui 
et al., 1995). La fonction AF-2 fonctionne en synergie avec le domaine de transactivation 
ligand indépendant AF-1 du domaine A (Nagpal et al., 1993). Aucune fonction n'a été 
associée au domaine F à ce jour. Celui-ci n'est présent que chez les RAR (Giguère, 1994; 
Chambon, 1996). 
1.3.3 Signalisation via les récepteurs nucléaires de l'acide 
rétinoïque 
Dans la cellule, les RAR et RXR sont retrouvés au noyau, sous forme 
d'hétérodimères constamment liés à l'ADN (Piedrafita et Pfahl, 1999). Les RXR sont les 
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principaux partenaires d'hétérodimérisation des RAR (Leid et al., 1992). Leur liaison au 
9cis-RA amplifie la transactivation génique induite par les RAR (Minucci et al., 1997). 
Les RAR et les RXR lient des éléments de réponse aux RA nommés respectivement 
«retinoic acid responsive element» (RARE) ou «rexinoid responsive element» (RXRE; 
Piedrafita et Pfahl, 1999). 
Les RARE et les RXRE sont généralement composés de deux séquences 
consensus (PuGGTCA pour les RAR; Sucov et al., 1990; Giguère, 1994) d' ADN ou 
demi-sites, situées à proximité l'une de l'autre dans l' ADN (Piedrafita et Pfahl, 1999). 
Dans les RARE, les demi-sites sont le plus souvent disposés en répétition directe et sont 
séparés par deux, quatre, cinq ou huit nucléotides. Aussi, portent-ils les noms DR-1, DR-
2, DR-4, DR-5 ou DR-8, selon le nombre de nucléotides qui sépare les deux demi-sites 
(Giguère, 1994; Clagett-Dame et Plum, 1997; Piedrafita et Pfahl, 1999). Les demi-sites 
des RARE peuvent aussi être disposés selon des arrangements palindromiques (Pal-0, 
Pal-9), de palindromes inversés séparés par 6 ou 8 nucléotides (IP-6 et IP-8) ou encore 
d'agencements complexes de plusieurs séquences consensus dans le génome (Clagett-
Dame et Plum, 1997; Piedrafita et Pfahl, 1999). L'arrangement des deux demi-sites 
consensus est important pour la détermination du type d'hétérodimère ou d'homodimère 
qui se liera au RARE ou au RXRE (Piedrafita et Pfahl, 1999). 
L 'hétérodimère RARIRXR lié aux RARE interagit avec des complexes protéiques 
qui répriment ou activent la transcription des gènes selon l'absence ou la présence des RA 
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dans la cellule (figure 6; Piedrafita et Pfahl, 1999). En absence de RA, le dimère de 
récepteurs lie le RARE et un complexe répresseur qui comprend un co-répresseur (N-
CoR/SMRT), une molécule adaptatrice qui recrute les histones déacétylases (mSin3) et 
une histone déacétylase (HDACl; figure 6; Alland et al., 1997; Heinzel et al., 1997; 
Aranda et Pascual, 2001; Cohen et al., 2001). Celui-ci désacétyle les histones entourant le 
promoteur du gène qui contient le RARE. Suite à cette modification, la structure de la 
chromatine contenant les histones désacétylées devient plus compacte, ce qui diminue 
l'accès de la machinerie transcriptionnelle de base au promoteur et par le fait même 
réprime la transcription du gène qui contient le RARE (Piedrafita et Pfahl, 1999). 
Lorsque les RA sont présents dans la cellule, ils pénètrent le noyau par diffusion simple 
où ils lient les RAR et les RXR (Thacher, 2000). Suite à la liaison des RA, les RAR et les 
RXR subissent un changement allostérique de leur conformation qui cause le détachement 
du complexe d'inhibition de l'hétérodimère (Germain et al., 2002). Le site d'interaction 
étant disponible, un complexe d'activation composé d'un co-activateur (N-CoA), d'un co-
intégrateur (CBP/p300) et de son facteur d'association (P/CAF) peut alors se lier à 
l'hétérodimère (figure 6; Chakravarti et al., 1996; Yang et al., 1996; Westin et al., 1998; 
Piedrafita et Pfahl, 1999; Aranda et Pascual, 2001). Les protéines CBP/p300 et P/CAF 
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Figure 6. Activation et inactivation de la transcription via les RAR 
En absence des RA, le dimère de récepteurs nucléaires RAR/RXR est lié à un complexe 
répresseur qui réprime la transcription génique via la déacétylation des histones de 
l' ADN. Dans ce contexte, l' ADN est moins accessible à la machinerie transcriptionnelle. 
En présence du ligand, le dimère RAR/RXR change de conformation tridimensionnelle, 
ce qui provoque le largage du complexe répresseur. Dès lors, un complexe d'activation 
porteur d'une activité histone acétylase peut lier le dimère RAR/RXR. Lorsque les 
histones de la chromatine sont acétylées, la machinerie transcriptionnelle accède plus 
facilement à l' ADN, ce qui favorise la transcription des gènes. 
Répression Activation 
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acétylent les histones de la chromatine via leur activité histone-acétyl-transférase 
(Ogryzko et al., 1996; Yang et al., 1996). La chromatine acétylée présente une structure 
plus ouverte qui permet à la machinerie transcriptionnelle de base d'avoir un accès plus 
facile au promoteur des gènes ciblés par les RARE et d'initier leur transcription (figure 6; 
Piedrafita et Pfahl, 1999). 
La modulation de la transcription génique peut être influencée par la disponibilité 
des RAR et des RXR dans le noyau. Les RAR et les RXR sont susceptibles de 
s'hétérodimériser avec divers autres récepteurs nucléaires. Par exemple, les RAR peuvent 
lier aussi le partenaire hétérodimérique d'inhibition SHP (Klinge et al., 2001), les 
récepteurs de l'œstrogène (ERa et P; Song et al., 1998) et COUP-TF («chicken 
ovalbumine upstream promoter-transcription factor»; COUP a, p et y; Berrodin et al., 
1992). Il en est de même pour les RXR, qui peuvent en plus s'homodimériser en présence 
de 9-cisRA. Ce faisant, ils induisent une réponse tout à fait divergente de celle induite par 
l'hétérodimère RARIRXR en favorisant la transcription de gènes différents de ceux 
transcrits lorsqu'ils sont les co-régulateurs des RAR (Berrodin et al., 1992). 
1.3.4 Gènes ciblés par le récepteur nucléaire RARB 
Chez les organismes vivants, les RA sont impliqués dans la formation des os, 
l'immunomodulation, les métabolismes du glucose et des lipides, la différenciation et 
la prolifération cellulaire, l' oncogenèse et le développement embryonnaire (Thacher et 
al., 2000). Ils exercent leur action via les récepteurs nucléaires RAR, en favorisant la 
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transcription spécifique de gènes cibles (Piedrafita et Pfahl, 1999). Plusieurs évidences 
suggèrent que le récepteur nucléaire RARP module l'expression de gènes impliqués 
dans l'apoptose, la prolifération et la différenciation cellulaire. Lorsque RARP est sur-
exprimé dans des lignées cellulaires de carcinomes squameux, l'expression des 
protéines apoptotiques Bax, Bak, Apaf-1 et des caspases 1 et 9 est augmentée (Hayashi 
et al., 2001). D'autre part, RARP possède une activité anti-cancéreuse unique, 
partiellement due à une activité anti-AP-1 (Lin et al., 2001). Il serait impliqué 
également dans l'expression des gènes homéotiques Hoxb-4 et Hoxd-4 (Folberg et al., 
1999), qui participent activement à l'organisation des structures embryonnaires lors du 
développement (Favier et Dollé, 1997; Galis, 1999; Wahba et al., 2001). 
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1.4 Les gènes homéotiques 
1.4.1 Généralités 
Au cours des années 70, la transformation d'une partie du corps en une structure 
ressemblant à une autre (dite transformation homéotique) a été beaucoup étudiée (Lewis, 
1978). L'observation des différentes transformations homéotiques rencontrées chez la 
drosophile a mené à l'identification des gènes homéotiques HOM-C/Hox (Lewis, 1978). 
Rapidement, ces gènes ont été répertoriés dans de nombreux autres organismes vivants 
allant de l'hydre, en passant par les nématodes et les vertébrés, incluant la souris et 
l'homme (Bucan et al., 1986; Rabin et al., 1986; McGinnis, 1992). Les gènes 
homéotiques possèdent tous un domaine de liaison à l' ADN nommé homéodomaine 
(Ghering, 1993). Ils sont classés selon la similarité de la séquence de leur homéodomaine 
par rapport à ceux de la drosophile (Maconochie et al., 1996). Dans l'organisme, les 
gènes homéotiques sont impliqués particulièrement dans l' organogénèse et la 
spécification axiale des différentes structures lors du développement embryonnaire 
(Kostic et Capecchi, 1994; Papageorgiou et Almirantis, 1996; Favier et Dollé, 1997; 
Galis, 1999; Malpel et al., 2000; Wahba et al., 2001; Goodman, 2002). Ils agissent en tant 
que facteurs de transcription influençant le destin des cellules de l'organisme. 
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1.4.2 Les gènes homéotiques de classe 1 
Les gènes homéotiques de classe 1 (Hox) possèdent la séquence consensus 
homologue à l'homéodomaine du gène homéotique Antp de la drosophile (Cillo et al., 
1999). Les mammifères possèdent 39 gènes homéotiques de classe 1 qui sont distribués 
dans quatre complexes générés par la double duplication d'un complexe ancestral (Apiou 
et al., 1996; Maconochie et al., 1996). Les complexes de gènes homéotiques humains 
portent les noms HOXA, HOXB, HOXC et HOXD (figure 7; Apiou et al., 1996). Ils sont 
respectivement situés sur les chromosomes humains 7, 17, 12 et 2 (Apiou et al., 1996). 
Chacun inclut de neuf à onze gènes qui sont colinéaires (Lufkin, 1997). En comparant les 
gènes des complexes, il est possible de former 13 groupes paralogues inter-complexes 
(Maconochie et al., 1996; Sharkey et al., 1997). Les gènes d'un même groupe paralogue 
sont plus similaires entre eux qu'avec les autres gènes de leurs complexes respectifs et ont 
des fonctions redondantes dans l'organisme (Maconochie et al., 1996). 
1.4.3 Structure des protéines Hox 
L 'homéodomaine caractéristique des protéines Hox comprend 60 acides aminés 
encodés par une séquence de 180 nucléotides (l'homéoboîte; McGinnis et al., 1984). Sa 
structure tridimensionnelle est caractérisée par quatre hélices alpha disposées en un motif 
hélice-tour-hélice (Ghering, 1993). Lors de la liaison des protéines HOX à l' ADN, les 
hélices trois et quatre du motif sont en contact direct avec le sillon majeur del' ADN, près 
de la séquence 5'-GAAAGCCATTAGAG-3', dérivée de la séquence consensus 5'-
T 1N2A3 T4 (G/T)s(G/ A)6-3' typiquement ciblée par les gènes HOX (Muller et al. 1988; 
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Figure 7. Le complexe de gènes homéotiques 
L'organisation génomique et le patron d'expression colinéaire des gènes HOM chez la 
drosophile est ici présenté en parallèle avec celui des gènes Hox chez les mammifères. 
Chaque gène est représenté par une boîte colorée. Les domaines d'expression sont 
schématisés dans une mouche et chez un embryon humain (à partir d'extrapolation des 
observations effectuées sur des modèles murins). Pour simplifier la figure, la 
superposition partielle de l'expression des protéines Hox a été supprimée chez la 
drosophile et l'embryon humain. Chaque couleur a été sélectionnée pour montrer 
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Ghering, 1993; Ekker et al. 1994). L'extrémité N-terminale de la protéine, qui présente 
une séquence variable selon les protéines Hox et une structure désordonnée en solution, 
contacte tant qu'à elle le sillon mineur del' ADN via des interactions spécifiques avec les 
bases aux positions un et deux de la séquence consensus mentionnée précédemment 
(Gehring, 1993; Mann, 1995; Phelan et Featherstone, 1997). 
Plusieurs cofacteurs peuvent lier l'extrémité N-terminale des protéines Hox, entre 
autres d'autres protéines Hox, des protéines homéotiques de la famille Exd et bHLH 
(Zappavigna et al., 1994; Chang et al., 1995; Knoepfler et al., 1999; Shanmugam et al., 
1999). Ils interagissent avec la seule région conservée en N-terminal des protéines Hox, 
qui est l'homéopeptide (quatre à sept acides aminés, motif YPWM; Chang et al., 1995). 
Par sa capacité de lier de nombreuses protéines, l'extrémité N-terminale modulerait la 
transcription induite par les protéines Hox. Les cofacteurs associés aux protéines Hox 
inhiberaient ou activeraient leurs capacités transcriptionnelles (Calvo et al., 1999; Galant 
et al., 2002). 
1.4.4 Expression des gènes Hox 
Lors du développement des vertébrés, les RA exercent une importante régulation 
de l'expression génique en tant que morphogènes naturels (Marshall et al. 1996; Malpel et 
al., 2000). Ils causent une forte activation de la transcription des gènes situés en 3' des 
complexes de gènes Hox via la liaison du dimère RARIRXR sur des RARE (Langston et 
al., 1997). Les gènes situés en 3' des complexes sont les premiers et les plus fortement 
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exprimés (Prince, 2002; Roelen et al., 2002). Ensuite, les protéines HOX activent 
l'expression des gènes Hox qui sont situés davantage en 5' des complexes, provoquant 
une expression en cascade de tous les gènes HOX contenus dans les complexes (Ogura et 
Evans, 1995). Via cette régulation en trans de l'expression des gènes Hox, les gènes situés 
en 3' des complexes sont toujours plus fortement exprimés que les gènes en 5' des 
complexes, et ce, malgré la présence de RARE à l'intérieur des complexes (Mark et al., 
1997; Packer et al., 1998). Ces RARE seraient responsables de l'expression temporaire 
des protéines HOX, qui requièrent une auto-régulation pour être soutenue (Packer et al., 
1998). L'expression des gènes Hox induite par les RA est donc colinéaire dans le temps 
(en fonction de la production des différentes protéines Hox) et manifeste également une 
sensibilité colinéaire à l'activation par les RA (Lutkin, 1997). 
En plus d'être sujette à une autorégulation et une régulation dite en cascade 
effectuée par les autres protéines homéotiques de classe I incluses dans chaque complexe, 
l'expression des gènes Hox dans les différents complexes est soumise à une régulation 
médiée par des facteurs de transcription comprenant des protéines Hox des autres 
complexes de gènes homéotiques de classe I, Krox20, Pbx et des récepteurs stéroïdiens-
thyroïdiens autres que RAR et RXR incluant les récepteurs de la vitamine D, de 
l'œstrogène et de la progestérone (Hodgkinson et al., 1993; Di Rocco et al., 1997; Lutkin, 
1997; Kim et al., 1998; Taylor et al., 1998; Yau et al., 2002). Ces facteurs causent 
l'expression persistante des gènes HOX dans différents organes et lors de processus 
normaux de renouvellement cellulaire chez l'Homme (Cillo, 1994; Taylor, 2000; 
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Thorsteinsdottir et al., 1997; Lenny et al., 1997). Aussi, les composantes de la matrice 
extracellulaire sont des facteurs de régulation environnementaux de l'expression des 
gènes HOX chez les glandes mammaires humaines (Srebrow et al., 1998). 
1.4.5 Implications des protéines Hox dans l'oncogenèse 
L'expression des gènes Hox lors du développement est médiée par les RA via les 
récepteurs nucléaires RAR et RXR (Langston et al., 1997). Lorsque l'expression des 
récepteurs nucléaires RAR est modifiée, elle peut donc affecter directement l'expression 
des gènes Hox, d'où l'intérêt de l'étude des variations d'expression des gènes Hox du 
groupe A en fonction de l'altération de l'expression des récepteurs nucléaires RARp. 
Les protéines Hox sont reconnues pour leur participation à l' organogenèse, à la 
formation de l'axe antéro-postérieur dans l'embryon, à l'établissement de l'identité 
cellulaire, au contrôle de la prolifération, de la différenciation et de l'apoptose cellulaire 
et à l' angiogenèse. La dérégulation de leur expression peut donc transformer le phénotype 
d'une cellule normale en celui d'une cellule cancéreuse (Rosen et al., 1996; Soncin et al., 
1999; Su et al., 2001). D'ailleurs, l'expression des gènes HOX est aberrante dans les 
tumeurs de plusieurs types de cancers humains, dont les cancers pulmonaires (De Vita et 
al., 1993; Tiberio et al., 1994; Cillo, 1994; Flagiello et al., 1997; Vider et al., 2000; 
Lechner et al., 2002). Des augmentations ou des diminutions de l'expression ainsi qu'une 
expression ectopique des gènes HOX peuvent être observées. Il a été proposé que leur 
patron d'expression dans les cancers pulmonaires recrée partiellement le patron 
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d'expression retrouvé dans les poumons embryonnaires (Lecher et al., 2002). De plus, les 
complexes de gènes HOX seraient des sites privilégiés de méthylation chez les 
adénocarcinomes pulmonaires (Shiraishi et al., 2002). En général, la méthylation exerce 
une régulation négative de l'expression génique qui pourrait influencer directement 
l'expression des gènes HOX chez les cellules humaines. 
Chez plusieurs lignées cellulaires hématopoïétiques, le patron d'expression des 
gènes Hox varie au cours des différents stades d'évolution leucémiques (Magli et al, 
1991; Celetti et al., 1993). L'expression anormale des gènes HOXpourrait ainsi mener à 
une prolifération cellulaire inhabituelle et au développement des maladies pulmonaires 
(Maulbecker et Gruss, 1993; Cillo et al., 1999; Golpon et al., 2001 ). La sur-expression 
subséquente de Hoxa-1, Hoxa-5, Hoxa-7 et Hoxa-9 dans des fibroblastes a provoqué la 
transformation des fibroblastes en cellules immortelles, ce qui démontre directement le 
caractère oncogénique des protéines Hox (Maulbecker et Gruss, 1993). 
Chez l'humain, les protéines HOX modulent l'expression de protéines contrôlant 
la prolifération cellulaire, telles p53 et p21 waf/cipI (Jacks et Weinberg, 1998; Osada et 
Takahashi, 2002). Par exemple, la protéine HOXA-5 module l'expression de la protéine 
p53 (Raman et al. 2000). Lorsque p53 est absent de la cellule, les mutations s'accumulent 
dans l' ADN, ce qui favorise !'oncogenèse (Sharpless et DePinho, 2002). Aussi, 
l'expression de p21 waf/cipI, un régulateur important du cycle cellaire et un facteur de 
différenciation cellulaire, serait sous le contrôle de la protéine HOXA-10 (Bromleigh et 
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Freedman, 2000). Chez des souris avec le gène de p21 waf/cipl invalidé, l'absence de 
p21 waf/cipl provoque une oncogenèse pulmonaire prématurée et une plus forte tendance à 
former des tumeurs multiples (Jackson et al., 2002). Lorsque l'expression d'HOXA-10 est 
diminuée chez les cellules cancéreuses, la protéine p21 waf/cipl peut être exprimée 
anormalement, ce qui conduit les cellules à proliférer davantage et à se dé-différencier 
progressivement. Ces conditions cellulaires sont parfaites pour le développement des 
tumeurs. Considérant tous ces faits, les gènes homéotiques exprimés de façon aberrante 
sont des candidats dans l' oncogenèse. 
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2. OBJECTIFS ET HYPOTHÈSE DE TRAVAIL 
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Les récepteurs nucléaires RARp, souvent délétés dans les cancers du poumon, 
contrôlent plusieurs processus cellulaires majeurs tels que la différenciation, l'apoptose et 
la prolifération. Ils modulent l'expression des gènes HOX, qui sont également impliqués 
de façon importante dans le contrôle des processus cellulaires. De plus, ils régissent 
l'expression d'oncogènes et de gènes suppresseurs de tumeurs, intimement liés à 
l' oncogenèse. Les différents isoformes du récepteur nucléaire RARP ont été impliqués 
clairement dans l' oncogenèse pulmonaire chez des souris transgéniques sur-exprimant 
l'isoforme RARP4 ou sous-exprimant les isoformes RARpl, RARP2 ou RARp3. Le gène 
RARP est donc un gène suppresseur impliqué dans l 'oncogenèse pulmonaire. 
Considérant que les gènes Hox sont des gènes cibles des RAR et des RXR, mon 
projet de recherche a pour but de vérifier l'expression des gènes du complexe Hoxa chez 
les souris transgéniques présentant des modifications d'expression des différents 
isoformes de RARp. Pour ce faire, j'ai entrepris une étude des variations d'expression des 
gènes homéotiques dans les tissus pulmonaires par immunofluorescence et analyse 
d'images obtenues par microscopie confocale. Ensuite, j'ai vérifié par immunobuvardage 
l'expression de la protéine Hoxa-5 chez les pneumocytes de type Il. 
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3. MATÉRIEL ET MÉTHODES 
46 
3. 1 Les souris transgéniques 
3.1.1 Les différentes lignées transgéniques 
Les tissus pulmonaires utilisés pour les coupes histologiques et les extraits 
protéiques proviennent de sept lignées de souris transgéniques produites par le Dr Jacques 
Bérard à partir de trois constructions différentes (Bérard et al. 1994; Bérard et al. 1996; 
Bérard et al. 1997). Ces souris transgéniques ont été générées afin de moduler 
l'expression des isoformes de RARJ3. Les lignées transgéniques 1002 et 1003 portent le 
transgène AS-RARJ3l!J33, les lignées transgéniques 422, 426 et 432 portent le transgène 
AS-RARJ32 et les lignées 32 et 5005 portent le transgène RARJ34-LIKE. Chaque lignée 
exprime le transgène à un niveau particulier, ce qui module différemment l'expression des 
isoformes de RARJ3. 
3.1.2 Identification des souris transgéniques 
Pour reproduire les lignées de souris transgéniques, nous croisons une souris 
hétérozygote pour le transgène avec une souris non transgénique. Ceci permet d'obtenir 
des portées dont la moitié des souris portent un allèle contenant le transgène. Il est 
essentiel de génotyper chacun des souriceaux afin de départager les souris transgéniques 
des souris contrôles. Pour ce faire, un prélèvement sanguin au niveau du sinus orbital a 
été fait. L'ADN génomique servant à l'amplification spécifique de la région du transgène 
par PCR a été extrait selon le protocole du Kit Dr GenTLE (TAKARA, Fisher Scientific, 
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Pittsburgh, PA, USA) ou selon une adaptation du protocole du DNAzol Reagent (Gibco 
BRL, Burlington, ON, Canada). 
L'extraction de l'ADN génomique avec le kit du Dr GenTLE est amorcée avec 
l'ajout de 200 µl de sang dans 1 000 µl de solution I (une solution de lyse cellulaire 
brevetée et de composition secrète, contenant probablement du SDS et de la protéinase 
K). La solution obtenue est agitée à l'aide d'un vortex immédiatement pendant 20 
secondes. Ensuite, elle est incubée pendant dix minutes à la température de la pièce. 
Après une centrifugation de cinq minutes à 13 000 rpm, le surnageant est retiré et 
remplacé par 1.3 ml de solution II (une solution de lavage brevetée et de composition 
secrète, contenant probablement un alcool). La solution II et l 'ADN sont mélangés et 
centrifugés deux minutes à 13 000 rpm. Le surnageant est retiré et 1.0 ml de la solution III 
(une solution de dissolution de l'ADN brevetée et secrète, contenant probablement du 
tampon Tris (pH 8.0)) est placé dans le tube. Le contenu du tube est vortexé pendant 10 
secondes, puis centrifugé à 13 000 rpm pendant 5 minutes. Le surnageant, qui contient 
l 'ADN génomique de souris, est transféré dans deux tubes stériles. L 'ADN est précipité 
par l'addition d'un dixième du volume total de la solution d'ADN génomique d'acétate de 
sodium 3 Met de 500 µl d'isopropanol 100 %, suivi d'une incubation de 15 minutes à -
20°C. Après une centrifugation de 10 minutes à 13 000 rpm, le culot d' ADN génomique 
est lavé avec 200 µl d'éthanol 70% suivi de 200 µl d'éthanol 95%. Finalement, il est 
séché à l'air libre et ré-hydraté dans 20 µl d'eau distillée stérile. L'extraction de l'ADN 
génomique de souris avec le kit du Dr GenTLE est difficile à suivre visuellement, et 
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souvent, doit être refaite plusieurs fois car le culot d' ADN génomique instable est aspiré 
lors du retrait de la solution 1 mélangée avec les composantes du sang des souris. 
Pour faciliter l'isolation de l' ADN génomique des souris transgéniques, une 
modification du protocole d'isolation de l 'ADN génomique tissulaire employant le 
«DNAzole Reagent» a été mise au point. L'extraction d'ADN génomique de souris est 
accomplie en plaçant 200 µl de sang dans 1.0 ml de DNAzol Reagent. La solution 
obtenue est inversée trois fois et mise sur glace jusqu'à l'ajout de 500 µl d'éthanol 100 %. 
Le tube est vortexé, puis placé pendant 20 minutes à -20°C. Après une centrifugation de 
15 minutes à 13 000 rpm, le culot d'ADN génomique est ré-hydraté dans 300 µl de NaOH 
8 mM. Le tube est vortexé, puis placé pendant 15 minutes à 3 7°C pour favoriser la 
solubilisation de l'ADN. Une centrifugation de huit minutes à 13 000 rpm permet de 
séparer les matières insolubles de la solution d'ADN génomique: le culot obtenu est jeté. 
Ensuite, un volume égal de phénol-chloroforme est ajouté à la solution d' ADN 
génomique pour la nettoyer des traces résiduelles de DNAzol ou de protéines. Ensuite, 
l'ADN est précipité par l'ajout d'un dixième du volume de la solution d'ADN génomique 
d'acétate de sodium 3 Met de 2.5 fois le volume de l'échantillon d'éthanol 100 %, suivi 
d'une incubation de 15 minutes à -20°C. Après une centrifugation de 15 minutes à 13 000 
rpm, le culot d'ADN génomique est lavé une dernière fois avec 200 µl d'éthanol 70 % et 
séché à l'air libre. L' ADN est ré-hydraté dans 20 µ1 de NaOH 8 mM. 
La présence du transgène dans les souns transgéniques est confirmée par 
amplification par PCR. Chaque réaction PCR comprend 10 µl d'ADN génomique en 
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solution, 2 µl de dNTP 10 mM (0.2 mM), 0.4 µl de Taq ADN polymérase (0.8 U, Roche 
Diagnostics, Laval, Québec, Canada), 10 µl de tampon de réaction 10 X fourni avec la 
Taq ADN polymérase (Tris-HCl 100 mM, 15 mM MgCh, 500 mM KCl, pH 8.3), 75.6 µl 
d'eau distillée stérile, 1 µl (100 pmoles) d'oligonucléotide 5'-
CTCAGGTCGGCCGACTGCGG-3' (qui s'hybride avec le promoteur MMTV) et 1 µl 
(100 pmoles) d'un des trois oligonucléotides suivant: RARpl/p3 5'-
GAGCACTGGTCCTTCAGTGAAGCCTGAAGC-3' (Bérard et al., 1997); RARP2 5'-
GCTAGCAGTATGCCGGTGCTGCCAT-3' (Bérard et al., 1996) ou RARp4 5'-
GACGAGCTCAGAGCTGGTACTCTGTGT-3' (Bérard et al., 1994). De plus, 50 µ1 de 
N-dodécane sont ajoutés sur la réaction PCR dans le but d'empêcher l'évaporation du 
mélange réactionnel. Les conditions PCR utilisées sont : une dénaturation primaire de 
94°C / 3 minutes, suivie de 35 cycles de 94°C / 1 minute, 57°C / 1 minute, 72°C / 1 
minute. Les fragments d' ADN produits correspondent à la portion d' ADN du transgène 
amplifiée par PCR et comprise entre les deux oligonucléotides. Leur longueur est 
d'environ 250 nucléotides (nt). Les produits de la réaction PCR sont séparés sur un gel 
d'agarose de 2 % contenant une concentration de 5 µg/ml de bromure d'éthidiutii. La 
migration est effectuée à 110 volts dans du tampon T AE IX. Les souris sont 
transgéniques lorsque la bande d 'ADN de 250 nt apparaît dans le gel placé sous les 
rayons ultraviolets dans un appareil de type Alpha Imager™ 1200. 
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3.2 Observations des variations d'expression des gènes 
Hox du groupe A dans les modèles animaux 
3.2.1 Évaluation histologique des poumons 
Les variations d'expression des gènes Hox du groupe A ont été analysées dans les 
poumons de souris transgéniques et non transgéniques. Une autopsie a été pratiquée sur 
des souris âgées de 14 mois et plus pour prélever les poumons. Les échantillons de 
poumons ont été fixés dans du Bouin (composé d'acide picrique saturé, de formaldéhyde 
37 % et d'acide acétique glacial mélangés dans des proportions de 15 : 5 : 1) à 22°C 
pendant 24 heures. Par la suite, ils ont été mis en bloc de paraffine selon les méthodes 
conventionnelles. Des coupes histologiques de poumons ont été préparées pour une 
évaluation plus poussée. Les blocs de paraffine contenant les poumons de souris ont été 
sectionnés en coupe de 5 µm avec un microtome (Spencer). Les coupes de poumons ont 
été déposées sur des lames silanisées, selon la technique conventionnelle. Un tissu de 
poumon non transgénique a été mis en parallèle aux tissus pulmonaires des lignées de 
souris porteuses des constructions AS-RAR~2, AS-RAR~l/~3 et RAR~4-LIKE sur 
chaque lame analysée. 
Pour confirmer la présence de tumeurs pulmonaires, les coupes de poumons sont 
d'abord déparaffinées et colorées à l'éosine / hématoxyline selon le protocole suivant: 3 
x 2 minutes dans le toluène 1 OO %, 3 x 2 minutes dans l'éthanol 1 OO %, 5 minutes dans 
l'eau distillée, 5 minutes dans l'hématoxyline Harris (5.0 g de cristaux d'hématoxyline, 
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100.0 g d'alun de potassium, 2,5 g d'oxyde mercurique, 50.0 ml d'éthanol glacial et de 
l'eau distillée pour atteindre un volume de 1 000.0 ml), 5 minutes dans l'eau distillée, 10 
immersions dans une solution d'éthanol 70 % contenant 1 % d'acide chlorhydrique 33-
40 % (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, USA), 2 minutes dans l'eau distillée, 2 x 2 minutes 
dans l'éthanol 100 %, 2 minutes dans une solution d'éosine Y (solution stock de 1.0 g 
dilué dans 100.0 ml d'éthanol 80 % diluée dans une proportion 1 :3 dans l'éthanol 80 %), 
10 immersions dans l'éthanol 100 %, 2 x 2 minutes dans l'éthanol 100 %, 3 x 2 minutes 
dans du toluène 1 OO %. Le séchage des lames a été effectué à la température de la pièce, 
puis les lames ont été montées avec un milieu de montage placé directement sur le tissu. 
Les colorations ont été observées en microscopie optique pour révéler la présence ou 
l'absence de tumeurs pulmonaires. 
3.2.2 Technique d'immunofluorescence 
Les poumons ont été fixés dans du Bouin pendant 24 heures, déshydratés, mis en 
bloc de paraffine, sectionnés en coupes de 5 µm et placés sur des lames silanisées. Les 
lames porteuses des sections pulmonaires témoins et transgéniques sont déparaffinées 
selon le protocole suivant : 3 x 5 minutes dans un bain de toluène 1 OO %, 3 x 5 minutes 
dans un bain d'éthanol IOO %, 3 minutes dans des bains d'éthanol de concentration 95, 
85, 75, 50 et 30 % respectivement, IO minutes dans un bain de PBS IX (pH 7.4), 20 
minutes dans un bain de NRiCl 50 mM dilué dans du PBS IX (pH 7.4) et 5 minutes dans 
un bain de PBS IX (pH 7.4). Afin de bloquer les sites antigéniques non spécifiques, les 
sections pulmonaires déparaffinées sont ensuite recouvertes de 400 µl d'une solution 
contenant 5 % de lait écrémé en poudre dilué dans le PBS IX (pH 7.4) pendant 20 
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minutes à la température de la pièce, puis lavées deux fois pendant 5 minutes dans du 
PBS IX (pH 7.4). Les antigènes pulmonaires sont réactivés par deux incubations d'une 
minute dans une solution de citrate de sodium I 0 mM (pH 6.0) chauffée progressivement 
jusqu'à 98°C suivie de deux rinçages de 5 minutes dans du PBS IX (pH 7.4). Les lames 
porteuses des sections pulmonaires déparaffinées et réactivées sont placées dans du PBS 
IX (pH 7.4) à 4°C jusqu'au lendemain. 
Les protéines Hox sont marquées de façon indirecte, en employant dans un 
premier temps un anticorps polyclonal spécifique à la protéine ciblée. Les anticorps de 
lapin polyclonaux utilisés pour observer Hoxa-I, Hoxa-2, Hoxa-4, Hoxa-5 et Hoxa-7 
(Covance, Princeton, NJ, USA) sont dilués dans une proportion I : 200 dans une solution 
de PBS IX (pH 7.4) / BSA I %. Un volume de 200 µl de cette solution d'anticorps est 
réparti sur les sections pulmonaires non transgéniques et transgéniques pendant I20 
minutes, dans une chambre humide. Ensuite, deux rinçages dans un bain de PBS IX (pH 
7.4) de 5 minutes sont effectués pour éliminer les anticorps non fixés. Les sections 
pulmonaires sont par la suite mises en contact avec un anticorps de chèvre anti-IgG de 
lapin couplé à une molécule FITC (Sigma-Aldrich Canada Ltd. Oakville, ON, 
CANADA), dilué dans une proportion I : IOO dans une solution de PBS IX (pH 7.4) / 
BSA I %, pendant 45 minutes dans une chambre noire, fermée et humidifiée. Suite à cette 
incubation, les sections pulmonaires sont lavées à la noirceur deux fois dans le PBS IX 
(pH 7.4) pendant 5 minutes. Les lames sont montées sous lumière tamisée avec 
l'application d'une lamelle sur une goutte de glycérine Vectashield (Vector Laboratories 
Inc., Burlingame, CA, USA) déposée juste au-dessus des sections pulmonaires marquées. 
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La détection du signal d'immunofluorescence des protéines Hoxa-1, Hoxa-2, 
Hoxa-4, Hoxa-5 et Hoxa-7 marquées de façon indirecte par les anticorps est effectuée sur 
un microscope confocal muni d'un système de balayage (NORAN Instruments Inc, 
Middleton, WI, USA) équipé avec un rayon laser au krypton et à l'argon et couplé à un 
microscope inversé possédant un objectif adapté à l'huile d'immersion 40X (Nikon). Les 
molécules FITC associées aux anticorps secondaires présents sur les sections pulmonaires 
marquées sont excitées à 488 nm. La lumière émise par les molécules de FITC est 
mesurée à une longueur d'onde de 525 nm. Les sections optiques sont recueillies à tous 
les 25 µm, avec un diamètre d'ouverture de 15 µm du diaphragme qui limite l'entrée de la 
lumière dans l'objectif. Les images digitalisées sont obtenues grâce au logiciel Intervision 
2D sur une station de travail Silicon Graphies 02 (NORAN Instruments Inc, Middleton, 
WI, USA). Les valeurs PMT (tube photomultiplicateur) sont gardées constantes afin de 
pouvoir comparer les résultats des coupes provenant de souris transgéniques avec celles 
provenant de souris non transgéniques. De plus, les coupes de poumons de souris 
transgéniques et non transgéniques sont disposées sur la même lame afin d'être analysés 
dans les mêmes conditions expérimentales. Les pneumocytes de type II et les cellules de 
Clara et les cellules cancéreuses ont été différenciés des autres types cellulaires 
pulmonaires respectivement par leur tendance à se regrouper, leur localisation, ainsi que 
par leur forme. Les images retrouvées dans la section résultats sont représentatives des 
résultats obtenus. Pour rendre plus facile la comparaison visuelle entre les images, une 
échelle pseudo-colorée indique l'intensité du signal immunofluorescent pour chaque 
figure. Toutes les valeurs obtenues ont été traitées statistiquement avec le logiciel Excel 
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de Microsoft Office 2000. Les études statistiques ont été réalisées par le test de Student 
non pairé à une direction. Elles sont représentées graphiquement par une moyenne 
accompagnée de l'écart-type (E. T.). La différence statistique d'une donnée d'avec celle 
obtenue pour les cellules non-transgéniques contrôles a été fixée à 95 % (p < 0.05). 
3.3 lmmunobuvardage 
3.3.1 Isolement et purification des pneumocytes de type Il 
transgéniques et non-transgéniques 
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Les pneumocytes de type II ont été isolés des poumons pour préparer les extraits 
de protéines requis pour analyser l'expression des protéines Hoxa par immunobuvardage. 
La technique d'extraction des pneumocytes de type II à partir des poumons de souris 
transgéniques a été accomplie selon une version adaptée du protocole établi par l'équipe 
de Corti (Corti et al., 1996). Suite à une trachéotomie, deux injections de 1.0 ml d'un 
mélange constitué de 5.0 ml de dispase (Becton Dickinson and Co. (Collaborative 
Research), Franklin Lakes, NJ, USA), de 500 µl de désoxyribonucléase 1 (Gibco BRL, 
Burlington, ON, Canada) d'une concentration de 5 mg/ ml dissoute dans le tampon de 
réhydratation recommandé (50 % glycérol, 5 mM NaAC, 1 mM CaCh) et de 900 µl de 
tampon de réaction de la désoxyribonucléase 1 (50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM 
MgCh, 50 ug / ml BSA; Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA) sont effectuées 
dans le poumon via un cathéter à un intervalle d'une minute. Ensuite, 1.0 ml d'agarose 
«Low Melting Point» 1 % fondu (Gibco BRL, Burlington, ON, Canada) est introduit dans 
le poumon via ce même cathéter. Les poumons, remplis de dispase et d'agarose, sont 
ensuite incubés à 35°C pendant 45 à 60 minutes dans les 3.0 ml de solution enzymatique 
de dispase non utilisés. Par la suite, les poumons sont désagrégés mécaniquement avec un 
ciseau chirurgical stérilisé dans 4.0 ml de DMEM (Gibco BRL, Burlington, ON, Canada) 
sans sodium pyruvate, contenant 4.500 m g / L de D-glucose, de la L-glutamine, du 
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tampon HEPES 25 mM (pH 7.0) et 400 µl de désoxyribonucléase 1 à une concentration de 
5 mg / ml (Gibco BRL, Burlington, ON, Canada). La solution cellulaire obtenue est 
ensuite filtrée successivement sur des filtres en tissu dont les pores ont une dimension 
respective de 100 et de 25 µm (figure 8; Sephar Inc. Ville St-Laurent, QC, Canada). Afin 
de concentrer les cellules pulmonaires en culot, le filtrat obtenu est centrifugé pendant 8 
minutes à 800 rpm. Le culot cellulaire est ensuite resuspendu dans un volume de 5.0 ml 
de DMEM. Un aliquot de 20 µl du filtrat constituant la suspension cellulaire totale est 
prélevé et coloré avec une solution de bleu de Trypan 0.8 %. À l'aide d'un hémacimètre, 
les cellules isolées sont alors dénombrées. 
Dans la suspension cellulaire totale, plusieurs cellules associées au système 
immunitaire pulmonaire sont présentes. Pour isoler les pneumocytes de type II de ces 
cellules indésirables, le système MACS LS- a été sélectionné pour effectuer une sélection 
négative des pneumocytes de type II (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA). Après une 
centrifugation de 8 min à 800 rpm de la suspension cellulaire totale, le culot de cellules 
pulmonaires est resuspendu à raison de dix millions de cellules dans un volume de 90 µl 
de PBS lX / BSA 0.5 % (pH 7.2). Par la suite, les anticorps monoclonaux de rat IgG2b 
anti-CD45 couplés à une bille magnétique (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA) sont 
ajoutés à la suspension cellulaire totale dans une proportion de 10 µl d'anticorps pour 10 
millions de cellules. Ces anticorps lient les ce11ules du système immunitaire (Ledbetter et 
Herzenberg, 1979; Ewijk et al., 1981) et permettent de les séparer de la suspension 
cellulaire totale. Après une incubation de 15 minutes à 4°C, 10.0 ml de PBS IX/ BSA 0.5 
% (pH 7.2) sont ajoutés à la suspension de cellules pour diluer les anticorps non liés. Les 
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Figure 8. Montage de filtration de la suspension cellulaire totale 
La suspension cellulaire totale a été filtrée sur un montage stérile composé d'un entonnoir 
recouvert du filtre aux pores de 150 µm inséré dans un tube dont l'embouchure était 
recouverte du filtre de 25 µm. Ce montage évite deux manipulations des cellules 




cellules pulmonaires sont ensuite concentrées à nouveau par une centrifugation effectuée 
pendant 8 min à 800 rpm. Le culot cellulaire obtenu est suspendu dans 1.0 ml de PBS IX 
/ BSA 0.5 % (pH 7.2). La suspension cellulaire est alors placée sur une colonne LS-
(Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA) pré-conditionnée avec I .O ml de PBS IX / BSA 
0.5 % (pH 7.2) et soumise à un fort champ magnétique. Les cellules immunitaires 
pulmonaires restent dans la colonne magnétisée car elles sont liées aux anticorps anti-
CD45 couplés aux billes magnétiques. Pour récupérer le maximum de pneumocytes de 
type II, trois lavages de 1.0 ml de PBS IX/ BSA 0.5 % (pH 7.2) du flacon qui contient la 
suspension cellulaire mise en présence des anticorps et trois lavages de 3.0 ml de PBS IX 
/ BSA 0.5 % (pH 7.2) de la colonne sont réalisés. Les pneumocytes de type II semi-
purifiés sont concentrés à partir de l' éluat de la colonne par une centrifugation de 8 
minutes à 800 rpm. Ensuite, ils sont resuspendus dans un volume de 5.0 ml de DMEM, 
puis soumis à une purification supplémentaire par adhérence sur un Pétri de culture en 
plastique durant une heure, dans un incubateur à 3 7°C, contenant 5 % de C02• Cette 
purification secondaire permet d'éliminer les cellules adhérentes contaminantes pouvant 
se trouver dans l 'éluat cellulaire, tels les fibroblastes et les cellules musculaires lisses. 
Selon des analyses cytométriques associées aux marquages cellulaires spécifiques 
aux pneumocytes de type II (SP-B) et aux cellules de Clara (CCIO) obtenues par la 
technique du F ACS, la pureté de la suspension cellulaire a été approximativement 
déterminée. Lorsque le protocole décrit précédemment utilise I .O ml de Dispase, de la 
glace pour figer l'agarose et une dispersion des cellules par agitation supplémentaire à la 
dispersion mécanique, la suspension cellulaire finale contient environ 70 % de 
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pneumocytes de type II, 12 % de cellules de Clara et 10 à 20 % d'autres cellules. Les 
pneumocytes de type II constituent le type cellulaire majeur contenu dans la suspension 
cellulaire finale. 
3.3.2 Préparation et dosage des échantillons de pneumocytes 
de type Il pour l'immunobuvardage 
Afin d'analyser l'expression des protéines Hoxa par immunobuvardage, les 
pneumocytes de type II isolés ont été lysés dans 300 à 400 µl de tampon Laemmli IX 
(62.5 mM Tris-HCl pH 6.8, 2.3 % SDS (Sodium Dodecyl Sulfate), IO % glycérol, 
O.OOI % bleu de bromophénol, 5 % 2-j3-mercaptoéthanol). Les lysats cellulaires ont 
ensuite été chauffés à 95°C pendant cinq minutes, soniqués, puis rechauffés à 95°C 
pendant cinq minutes pour bien séparer les protéines qu'ils contenaient. Les 
concentrations de protéines totales ont été déterminées par une méthode modifiée de 
Lowry (Peterson, I977). Une courbe standard établie avec l'albumine de sérum bovin 
(BSA) a été effectuée en parallèle avec chaque dosage protéique. Tous les échantillons 
ont été dosés en duplicata. 
3.3.3 Procédé d'immunobuvardage et marquage 
Une quantité de 50 µg de protéines totales extraites de pneumocytes de type II 
(souris transgéniques des lignées 32, 5005 et souris contrôles) dans le tampon Laemmli 
IX a été séparée par la méthode SDS-PAGE («SDS-polyacrylamide gel electrophoresis»), 
avec un marqueur de poids moléculaire allant de 2.5 à 45 kDa ( «Rainbow™ coloured 
protein molecular weight markers», Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA). 
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Ensuite, les protéines ont été transférées par électro-transfert sur une membrane de PVDF 
(Bio-Rad Laboratories, Missisauga, ON, Canada). Pour révéler les bandes protéiques 
d'intérêt sur la membrane de PVDF, un marquage immunologique indirect jumelé au 
procédé de révélation par chemiluminescence de l'ensemble commercial «Lumi-LightPLUs 
Western Blotting kit (Mouse/Rabbit)» a été utilisé (Roche Diagnostics. Laval, QC, 
Canada). Dans un premier temps, les sites de liaison protéiques disponibles sur la 
membrane de PVDF ont été bloqués par une incubation de la membrane pendant une 
heure, à la température de la pièce et avec agitation dans 40.0 ml de TBST IX contenant 
5 % de lait écrémé en poudre. Ensuite, le marquage avec l'anticorps primaire polyclonal 
de souris anti-Hoxa-5 (Covance, Princeton, NJ, USA) a été effectué par une incubation de 
la membrane dans une solution de 10.0 ml de TBST IX contenant 5 % lait écrémé en 
poudre et l'anticorps dilué dans une proportion 1 : 1000 pendant une heure à la 
température de la pièce, avec agitation. Pour enlever les anticorps non fixés, la membrane 
a été lavée quatre fois pendant 15 minutes dans 40.0 ml de TBST IX. Enfin, le marquage 
de la membrane par l'anticorps secondaire couplé à la peroxidase anti-IgG de lapin 1: 
2000 (Roche Diagnostics. Lavat QC, Canada), a été réalisé dans 10.0 ml de TBST IX 
contenant 5 % lait écrémé en poudre pendant une heure à la température de la pièce avec 
agitation, suivi de cinq lavages de 15 minutes dans 40.0 ml de TBST IX. La révélation 
par chemiluminescence des protéines marquées indirectement par les anticorps a débuté 
par une immersion de la membrane pendant une minute dans une solution réactive 
constituée de 10.0 ml de la solution 1 et de 10.0 ml de la solution II de l'ensemble 
commercial «ECL ™» (Amersham Pharmacia Biotech, Baie D'Urfé, QC, Canada). Ces 
solutions contiennent du luminol, un catalyseur de la réaction et du peroxyde stable 
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réagissant ensemble pour former un produit chemiluminescent. La membrane a par la 
suite été épongée pour enlever le surplus de solution réactive, recouverte d'une fine 
pellicule de plastique et placée dans une cassette de développement. Un film spécialisé 
dans la détection de la chemiluminescence (Hyperfilm™ECLTM, Amersham Biosciences, 
Piscataway, NJ, USA) a été exposé sur la membrane pendant 5 secondes afin de détecter 
la lumière générée au niveau des protéines marquées indirectement contre Hoxa-5. La 




4.1 Analyse de /1expression des protéines Hox du 
groupe A dans les souris transgéniques AS-RARp1!fJ3, 
AS-RAR{J2 et RAR[J4-LIKE 
Chez les souris transgéniques AS-RARP 1/fB, AS-RARP2 et RARP4-LIKE, 
l'expression des différents récepteurs nucléaires RARP est modifiée (Bérard et al., 1994; 
Bérard et al., 1996; Bérard et al., 1997). Puisque ces récepteurs peuvent intervenir dans 
l'expression des gènes HOX lors du développement embryonnaire, leur niveau 
d'expression est susceptible d'affecter directement le niveau d'expression des gènes HOX 
du groupe A (Langston et al., 1997). L'expression aberrante des gènes HOX a été 
observée dans plusieurs types de cancers pulmonaires (de Vita et al., 1993; Vider et al., 
2000; Tiberio et al., 1994; Cillo, 1994; Flagiello et al., 1997; Lechner et al., 2002) et 
pourrait être la cause du développement accru de tumeurs pulmonaires noté chez les 
souris transgéniques AS-RARpllp3, AS-RARP2 et RARP4-LIKE (Bérard et al., 1994; 
Bérard et al., 1996; Bérard et al., 1997). Dans les pages suivantes, les résultats de l'étude 
des variations d'expression des gènes Hoxa-1, Hoxa-2, Hoxa-4, Hoxa-5 et Hoxa-7 chez 
les souris transgéniques des lignées AS-RARP11P3, AS-RARP2 et RARP4-LIKE 
effectuée par immunofluorescence et analyse d'images obtenues par microscopie 
confocale sont présentés. Les images d'immunofluorescence des pneumocytes de type Il, 
des cellules de Clara et des cellules cancéreuses pulmonaires montrées ont été produites à 
partir d'un seul tissu provenant d'une souris transgénique d'une lignée AS-RARP1/p3, 
AS-RARP2 ou RARP4-LIKE. Elles sont représentatives de l'intensité moyenne du signal 
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d'immunofluorescence observée lors des expériences. Les pneumocytes de type Il, les 
cellules de Clara et les cellules cancéreuses pulmonaires ont été identifiés par leur 
tendance à se regrouper, par leur localisation et par leur forme. Par exemple, les 
pneumocytes de type II ont été repérés par leur forme cuboïde et leur emplacement au 
niveau des parois (surtout au coin) des alvéoles pulmonaires. Les cellules de Clara ont 
pour leur part été identifiées d'après leur forme cylindrique et leur arrangement circulaire 
typique dans l'épithélium bronchique pulmonaire. Enfin, les cellules cancéreuses ont été 
identifiées par leur présence au sein des tumeurs pulmonaires, elles-mêmes différenciées 
des foyers lymphocytaires pulmonaires par le regroupement de nombreuses cellules 
formant des stries, présentant une forme irrégulière ainsi qu'un gros noyau. Également, le 
marquage minimal des tumeurs observé sous lumière fluorescente a servi à distinguer les 
tumeurs des foyers lymphocytaires qui sont fortement marqués par les anticorps utilisés 
lors des expériences effectuées au cours de cette étude. Chaque figure est suivie d'une 
analyse statistique détaillée de l'intensité du signal d'immunofluorescence au sein des 
cellules pulmonaires ciblées. 
4.1.1 Résultats du marquage contre la protéine Hoxa-1 
Le gène Hoxa-1 est le gène homéotique situé le plus en 3' du complexe A (Apiou et al., 
1996; Cillo et al., 1999). L'extrémité 3' de son promoteur comprend un RARE (Dupe et 
al., 1997). Les récepteurs des RA étant des effecteurs de la signalisation des RA sur les 
RARE, il est fort possible que la sur-expression du récepteur RARf34 ou la diminution 
de l'expression des isoformes RARf31/f33 cause une expression aberrante de la protéine 
Hoxa-1. 
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4.1.1.1 Lignées RARJ34-LIKE 
L'analyse par microscopie confocale de l'intensité relative du signal 
d'immunofluorescence montre que la protéine Hoxa-1 n'est pas exprimée normalement 
dans les cellules pulmonaires de nos souris transgéniques RARP4-LIKE. En effet, la sur-
expression de RARP4 affecte à la hausse l'expression de la protéine Hoxa-1. 
Chez les pneumocytes de type II RARP4-LIKE, l'intensité du signal 
d'immunofluorescence augmente par rapport à celle des pneumocytes de type II non 
transgéniques (figure 9 A, B et C). Les mesures de l'intensité du signal 
d'immunofluorescence cellulaire chez les pneumocytes de type II des lignées 32 et 5005 
ont donné des valeurs de 116.23 ± 18.31(p<0.05, n = 6) et de 79.79 ± 3.30 (p > 0.05, n = 
2) par rapport à la valeur de 62.98 ± 15.26 (n = 4) pour les pneumocytes de type II non 
transgéniques (figure 10 A). L'intensité du signal d'immunofluorescence augmente donc 
de 84 % pour la lignée 32 et est non différente pour la lignée 5005 par rapport aux 
pneumocytes non transgéniques. 
Chez les cellules de Clara transgéniques RARP4-LIKE, l'intensité du signal 
d'immunofluorescence est également plus forte que chez les cellules de Clara non 
transgéniques (figure 9 D, E et F). Les mesures de l'intensité du signal 
d'immunofluorescence cellulaires ont donné des résultats de 106.69 ± 13.24 (p < 0.05, n 
= 4) pour les cellules de Clara de la lignée 32, de 95.52 ± 4.16 (p < 0.001, n = 4) pour la 
lignée 5005 et de 37.35 ± 4.01 (n = 4) pour les cellules de Clara non transgéniques (figure 
10 B). Par rapport aux cellules de Clara non transgéniques, l'intensité du signal 
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d'immunofluorescence augmente donc de 186 % et de 156 % respectivement pour les 
cellules de Clara des lignées 32 et 5005. 
Au sem des cellules cancéreuses RAR~4-LIKE, l'intensité du signal 
d'immunofluorescence varie beaucoup et montre une différence entre les deux lignées 
(figure 9 E et F). L'intensité du signal d'immunofluorescence est de 79.85 ± 5.13 (n = 10) 
chez les cellules cancéreuses de la lignée 32 et de 29.97 ± 3.63 (n = 10) chez les cellules 
cancéreuses de la lignée 5005 (figure 10). Par rapport à l'intensité du signal des 
pneumocytes de type II non transgéniques (de 62.98 ± 15.26, n = 4), l'intensité du signal 
d'immunofluorescence dans les cellules cancéreuses des lignées 32 et 5005 n'est pas 
différente (figure 10 A). Par rapport à l'intensité du signal d'immunofluorescence des 
cellules de Clara non transgéniques (de 37.35 ± 4.01, n = 4), l'intensité du signal 
d'immunofluorescence des cellules cancéreuses de la lignée 32 est supérieure de 114 % (p 
< 0.001), alors que celle de la lignée 5005 est inférieure de 20 % (p < 0.05; figure 10 B). 
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Figure 9. Variations d'expression de Hoxa-1 chez les souris transgéniques RAR~4-
LIKE 
L'anticorps anti-Hoxa-1 permet d'évaluer l'intensité du signal d'immunofluorescence 
dans les cellules pulmonaires des souris transgéniques des lignées 32 (B, E et G) et 5005 
(C, F et H) en parallèle à celles des souris non transgéniques (A et D). Les cellules 
pulmonaires observées plus particulièrement sont les pneumocytes de type II (A, B et C), 
les cellules de Clara (D, E et F) et les cellules tumorales pulmonaires (G et H) provenant 
d'une même souris transgénique. L'intensité du signal d'immunofluorescence est 
indiquée par l'échelle pseudo-colorée située à droite de la figure qui va de 0 à 255 
(visuellement, du noir vers le blanc). L'échelle de taille dans les panneaux A à H 






Figure 10. Quantification de la variation d'expression de la protéine Hoxa-1 chez les 
cellules RARJ34-LIKE 
L'intensité du signal d'immunofluorescence observé chez les pneumocytes de type II et 
les cellules de Clara a été mesurée par analyse des images obtenues par microscopie 
confocale avec le logiciel Intervision, version Unix. Ces mesures sont représentées 
graphiquement par la moyenne établie sur une population de cellules. Une barre d'erreur 
est indiquée au-dessus des colonnes. Les graphiques regroupent les lignées porteuses de la 
construction RARJ34-LIKE. Sur le graphique A, l'intensité du signal 
d'immunofluorescence chez les pneumocytes de type II non transgéniques et chez les 
pneumocytes de type II transgéniques non cancéreux (respectivement 32 et 5005) et 
cancéreux (respectivement 32C et 5005C) est présentée. Sur le graphique B, l'intensité 
du signal d'immunofluorescence chez les cellules de Clara non transgéniques et et chez 
les cellules de Clara transgéniques non cancéreuses (respectivement 32 et 5005) et 
cancéreuses (respectivement 32C et 5005C) est exposée. Les symboles * et ** indiquent 
respectivement une différence significative (p < 0.05) et une différence très significative 
(p < 0.001) entre la valeur obtenue chez les cellules contrôles et celles obtenues chez les 
cellules transgéniques. 
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4.1.2 Résultats du marquage contre la protéine Hoxa-2 
Dans la littérature, la protéine Hoxa-1 est impliquée dans l'expression en cascade 
des gènes du complexe Hox A qui comprennent le gène codant pour la protéine Hoxa-2 
(Ogura et Evans, 1995). De plus, Dupe et al. ont rapporté que le RARE situé en 3' du 
gène Hoxa-1 est essentiel pour l'expression correcte du gène Hoxa-2 lors du 
développement (Dupe et al., 1997). Compte tenu de ces faits, nous croyons que 
l'expression de la protéine Hoxa-2 pourrait être modifiée dans les cellules de nos souris 
transgéniques porteuses des altérations d'expression de RARP causées par les transgènes 
AS-RARpllp3, AS-RARP2 et RARP4-LIKE. 
4.1.2.1 Lignées AS-RARf31/f33 
L'analyse par microscopie confocale de l'intensité relative du signal 
d'immunofluorescence d'Hoxa-2 montre que l'expression de cette protéine varie chez nos 
souris transgéniques AS-RARpllp3. Chez ces souris, la sous-expression des récepteurs 
RARPl et RARP3 affecte à la hausse l'expression de la protéine Hoxa-2. 
Chez les pneumocytes de type II des lignées AS-RARpllp3, l'intensité du signal 
d'immunofluorescence tend à augmenter par rapport aux pneumocytes de type II non 
transgéniques (figure 11 A, B et C). Les mesures de l'intensité du signal 
d'immunofluorescence cellulaire chez les pneumocytes de type II des lignées 1002 et 
1003 ont donné des valeurs de 64.99 ± 12.82 (p < 0.05, n = 20) et de 122.71 ± 15.46 (p < 
0.0001, n = 19) par rapport à la valeur de 72.03 ± 9.93 (n = 20) pour les pneumocytes de 
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type II non transgéniques (figure 12 A). Par rapport aux pneumocytes de type II non 
transgéniques, l'intensité du signal d'immunofluorescence diminue donc de 10 % chez 
les pneumocytes de type II de la lignée 1002 et augmente de 70 % chez les pneumocytes 
de type II de la lignée 1003. La diminution significative du signal d'immunofluorescence 
chez les pneumocytes de type II de la lignée 1002 est douteuse car l 'E. T associé à ces 
cellules chevauche celui associé aux pneumocytes de type II non transgéniques. 
Chez les cellules de Clara transgéniques AS-RARP l/p3, l'intensité du signal 
d' immunofluorescence augmente par rapport à l'intensité du signal 
d'immunofluorescence observée chez les cellules de Clara non transgéniques (figure 11 
D, E et F). Les mesures de l'intensité du signal d'immunofluorescence cellulaire chez les 
cellules de Clara des lignées 1002 et 1003 ont donné des valeurs de 44.39 ± 3.29 (p < 
0.0001, n = 12) et de 62.02 ± 4.18 (p < 0.0001, n = 12) par rapport à la valeur de 32.22 ± 
4.58 (n = 12) pour les cellules de Clara non transgéniques (figure 12 B). Donc, l'intensité 
du signal augmente respectivement de 38 % chez les cellules de Clara de la lignée 1002 
et de 92 % chez les cellules de Clara de la lignée 1003 par rapport aux cellules de Clara 
non transgéniques. 
Chez les cellules cancéreuses AS-RARpllp3, le signal d'immunofluorescence 
contre la protéine Hoxa-2 varie beaucoup et montre une différence entre les deux lignées 
(figure 11, E et F). L'intensité du signal d'immunofluorescence calculée est de 32.75 ± 
7.35 (n = 15) pour les cellules cancéreuses de la lignée 1002 et de 84.64 ± 27.23 (n = 15) 
pour la lignée 1003 (figure 12). Par rapport à l'intensité du signal d'immunofluorescence 
74 
des pneumocytes de type II non transgéniques (de 72.03 ± 9.93, n = 20), l'intensité du 
signal d'immunofluorescence des cellules cancéreuses de la lignée 1002 est inférieure de 
55 % (p < 0.0001; figure 12 A), alors que celle des cellules cancéreuses de la lignée 1003 
n'est pas différente. Par rapport à l'intensité du signal d'immunofluorescence des cellules 
de Clara non-transgéniques (de 32.22 ± 4.58, n = 12), l'intensité du signal 
d'immunofluorescence chez les cellules cancéreuses de la lignée 1002 n'est pas 
différente, alors que celle de la 1003 est supérieure de 163 % (p < 0.0001; figure 12 B). 
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Figure 11. Variations d'expression de Hoxa-2 chez les souris transgéniques 
L'anticorps anti-Hoxa-2 permet d'évaluer l'intensité du signal d'immunofluorescence 
chez les cellules pulmonaires des souris transgéniques des lignées 1002 (B, E et G) et 
1003 (C, F et H) en parallèle à celles des souris non-transgéniques (A et D). Les cellules 
pulmonaires observées plus particulièrement sont les pneumocytes de type II (A, B et C), 
les cellules de Clara (D, E et F) et les cellules tumorales pulmonaires (G et H) provenant 
d'une même souris transgénique. L'intensité du signal d'immunofluorescence est 
indiquée par l'échelle pseudo-colorée située à droite de la figure et qui va de 0 à 255 
(visuellement, du noir vers le blanc). L'échelle de taille dans les panneaux A à H 






Figure 12. Quantification de la variation d'expression de la protéine Hoxa-2 chez les 
cellules AS-RARJ31!JB 
L'intensité du signal d'immunofluorescence observé chez les pneumocytes de type II et 
les cellules de Clara a été mesurée par analyse des images obtenues par microscopie 
confocale avec le logiciel Intervision, version Unix. Ces mesures sont représentées 
graphiquement par la moyenne établie sur une population de cellules. Une barre d'erreur 
est indiquée au-dessus des colonnes. Les graphiques regroupent les lignées porteuses de la 
construction AS-RARJH/JB. Sur le graphique A, l'intensité du signal 
d'immunofluorescence chez les pneumocytes de type II non transgéniques et des lignées 
1002 et 1003 est présentée. Sur le graphique B, l'intensité du signal 
d'immunofluorescence chez les cellules de Clara non transgéniques et des lignées 1002 et 
1003 est exposée. L'intensité du signal d'immunofluorescence des cellules cancéreuses 
des lignées 1002 et 1003 (respectivement 1002C et 1003C) a été placée en parallèle avec 
celles des pneumocytes de type II et des cellules de Clara. Les symboles * et *** 
indiquent respectivement une différence significative (p < 0.05) et une différence 
extrêmement significative (p < 0.0001) entre la valeur obtenue chez les cellules contrôles 











0 100.00 c: 
::::1 n=20 n=20 E 
E * _..__ 80.00 .,.. ,__ "o 1 T (ij c: 
Cl 60.00 1-- ·-ën 
::::1 n= 15 
-0 *** •Q) 40.00 ~ - ~ ë;; ,_L c: 
Q) -c: 20.00 - ~ ~ 
0.00 










~ 80.00 1---·- ------- -- ------ ----- ---- ---0 ------- n= 12 ::l 
'5 *** c: 
::l T E 
E 60.00 ----- ----- -------- --- ------- - --- --
"c n= 12 
(ij *** c: T n= 15 Cl 
ïii 40.00 n= 12 ~- ---- --------- --- I -::l -c T 
~ <n c: 
Q) 20.00 - --- ------·-- -- --- --c: -
0.00 -~ --
1 NTG 1002 1002C 1003 1003C 1 
79 
4.1.2.2 Lignées AS-RARf32 
L'analyse par microscopie confocale de l'intensité relative du signal 
d'immunofluorescence d'Hoxa-2 révèle que l'expression de la protéine Hoxa-2 est aussi 
modifiée dans les cellules pulmonaires de nos souris transgéniques AS-RARp2. En fait, la 
sous-expression du récepteur RARP2 affecte à la baisse l'expression d'Hoxa-2. 
Chez les pneumocytes de type II AS-RARP2, le signal d'immunofluorescence est 
inférieur par rapport aux pneumocytes de type II non transgéniques (figure 13 A, B, Cet 
D). Les mesures de l'intensité du signal d'immunofluorescence cellulaire chez les 
pneumocytes de type II ont donné des valeurs de 50.45 ± 23.46 (p > 0.05, n = 20) pour la 
lignée 422, de 36.83 ± 18. 72 (p < 0.05, n = 20) pour la lignée 426 et de 26.28 ± 8.80 (p < 
0.0001, n = 20) pour la lignée 432, par rapport à la valeur de 52.04 ± 21.11 (n = 18) pour 
les pneumocytes de type II non transgéniques (figure 14 A). Donc, l'intensité du signal 
d'immunofluorescence n'est pas différente chez les pneumocytes de type II de la lignée 
422, mais diminue respectivement de 31 % et de 50% chez les pneumocytes de type II des 
lignées 426 et 432. 
Chez les cellules de Clara AS-RARp2, le signal d'immunofluorescence est 
inférieur par rapport aux cellules de Clara non transgéniques (figure 13 E, F, G et H). Les 
mesures de l'intensité du signal d'immunofluorescence cellulaire chez les cellules de 
Clara transgéniques ont donné respectivement des valeurs de 21.02 ± 1.89 (p < 0.0001, n 
= 12) pour les cellules de Clara de la lignée 422, de 24.10 ± 3.09 (p < 0.0001 , n = 12) 
pour les cellules de Clara de la lignée 426 et de 21.43 ± 2.01(p<0.0001,n=12) pour les 
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cellules de Clara de la lignée 432, par rapport à la valeur de 39.13 ± 5.12 (n = 12) pour les 
cellules de Clara non transgéniques (figure 14 B). L'intensité du signal diminue donc de 
46 % chez les cellules de Clara de la lignée 422, de 48 % chez les cellules de Clara de la 
lignée 426 et de 45 % chez les cellules de Clara de la lignée 432 par rapport aux cellules 
de Clara non transgéniques. 
Chez les cellules cancéreuses des lignées 422, 426 et 432, l'intensité du signal 
d'immunofluorescence est très faible et similaire pour les trois lignées (figure 13 I, J et 
K). Les mesures de l'intensité du signal d'immunofluorescence ont donné des résultats de 
17.63 ± 3.74 (n = 15) pour la lignée 422, de 8.94 ± 1.44 (n = 15) pour la lignée 426 et de 
7.52 ± 2.12 (n = 15) pour la lignée 432 (figure 14). Par rapport à l'intensité du signal des 
pneumocytes de type II non transgéniques (de 52.04 ± 21.11, n = 18), ces intensités sont 
respectivement inférieures de 66 %, de 83 % et de 86% (p < 0.0001) pour les lignées 422, 
426 et 432. Par rapport à l'intensité du signal d'immunofluorescence cellules de Clara 
non transgéniques (de 39.13 ± 5.12, n = 12), l'intensité du signal d'immunofluorescence 
des cellules cancéreuses des lignées 422, 426 et 432 est aussi inférieure de 66 %, de 83 %, 
et de 86 % respectivement (p < 0.0001). L'expression de la protéine Hoxa-2 est donc 
pratiquement inhibée chez les cellules cancéreuses pulmonaires des lignées AS-RARP2. 
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Figure 13. Variations d'expression de Hoxa-2 chez les souris transgéniques 
AS-RARrn 
L'anticorps anti-Hoxa-2 permet d'évaluer l'intensité du signal d'immunofluorescence 
chez les cellules pulmonaires des souris transgéniques des lignées 422 (B, F et 1), 426 (C, 
G et J) et 432 (D, H et K) en parallèle à celles des souris non-transgéniques (A et E). Les 
cellules pulmonaires observées plus particulièrement sont les pneumocytes de type II (A, 
B, Cet D), les cellules de Clara (E, F, G, H) et les cellules tumorales pulmonaires (1, Jet 
K) provenant d'une même souris transgénique. L'intensité du signal 
d'immunofluorescence est indiquée par l'échelle pseudo-colorée située à droite de la 
figure qui va de 0 à 255 (visuellement, du noir vers le blanc). L'échelle de taille dans les 









Figure 14. Quantification de la variation d'expression de la protéine Hoxa-2 chez les 
cellules AS-RAR~2 
L'intensité du signal d'immunofluorescence observé chez les pneumocytes de type II et 
les cellules de Clara a été mesurée par analyse des images obtenues par microscopie 
confocale avec le logiciel Intervision, version Unix. Ces mesures sont représentées 
graphiquement par la moyenne établie sur une population de cellules. Une barre d'erreur 
indiquée au-dessus des colonnes. Les graphiques regroupent les lignées porteuses de la 
construction AS-RARr32. Sur le graphique A, l'intensité du signal d'immunofluorescence 
chez les pneumocytes de type II non transgéniques et des lignées 422.426 et 432 est 
présentée. Sur le graphique B, l'intensité du signal d'immunofluorescence chez les 
cellules de Clara non transgéniques et des lignées 422, 426 et 432 est exposée. L'intensité 
du signal d'immunofluorescence des cellules cancéreuses des lignées 422, 426 et 432 
(respectivement 422C, 426C et 432C) a été placée en parallèle avec celles des 
pneumocytes de type II et des cellules de Clara transgéniques et non transgéniques. Les 
symboles * et *** indiquent respectivement une différence significative (p < 0.05) et une 
différence extrêmement significative (p < 0.0001) entre la valeur obtenue chez les cellules 
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4.1.2.3 Lignées RARJ34-LIKE 
Chez nos souris transgéniques AS-RARP4-LIKE, l'analyse par microscopie 
confocale de l'intensité relative du signal d'immunofluorescence d'Hoxa-2 nous permet 
également de constater la variation de l'expression de la protéine Hoxa-2. La sur-
expression du récepteur RARP4 affecte à la hausse l'expression de la protéine Hoxa-2. 
Chez les pneumocytes de type II RARP4-LIKE, l'intensité du signal 
d'immunofluorescence est forte par rapport à celle observée chez les pneumocytes de 
type II non transgéniques (figure 15 A, B et C). Les mesures de l'intensité du signal 
d'immunofluorescence cellulaire ont donné des résultats de 86.77 ± 26.64 (p < 0.0001, n 
= 23) pour les pneumocytes de type II de la lignée 32, de 67.96 ± 11.85 (p < 0.0001, n = 
20) pour les pneumocytes de type II de la lignée 5005 et de 47.36 ± 20.29 (n = 20) pour 
les pneumocytes de type II non transgéniques (figure 16 A). L'intensité du signal 
d'immunofluorescence chez les cellules RARP4-LIKE est de ce fait plus élevée de 83 % 
pour les pneumocytes de type II de la lignée 32 et de 43 % pour les pneumocytes de type 
II de la lignée 5005 par rapport aux pneumocytes de type II non transgéniques. 
Chez les cellules de Clara RARP4-LIKE, le signal d'immunofluorescence 
augmente par rapport aux cellules de Clara non transgéniques (figure 15 D, E et F). Les 
mesures de l'intensité du signal d'immunofluorescence cellulaire ont donné des résultats 
de 46.85 ± 4.17 (p < 0.0001, n = 17) pour les cellules de Clara de la lignée 32, de 52.16 ± 
6.39 (p < 0.0001, n = 20) pour les cellules de Clara de la lignée 5005 et de 26.90 ± 6.94 (n 
= 20) pour les cellules de Clara non transgéniques (figure 16 B). L'intensité du signal 
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d'immunofluorescence des cellules de Clara des lignées 32 et 5005 est donc 
respectivement plus élevée de 122% et de 94% par rapport à l'intensité du signal 
d'immunofluorescence des cellules de Clara non transgéniques. 
Chez les cellules cancéreuses des lignées 32 et 5005, l'intensité du signal 
d'immunofluorescence varie beaucoup et montre une différence entre les deux lignées 
(figure 15 G et H). L'intensité du signal d'immunofluorescence a été calculée de 61.11 ± 
37.14 (n = 15) pour les cellules cancéreuses de la lignée 32 et de 34.92 ± 8.56 (n =15) 
pour les cellules cancéreuses de la lignée 5005 (figure 16). Par rapport à l'intensité du 
signal d'immunofluorescence des pneumocytes de type II non transgéniques (de 47.36 ± 
20.29, n = 20), l'intensité du signal d'immunofluorescence des cellules cancéreuses de la 
lignée 32 est supérieure de 29 % (p < 0.001) et celle des cellules cancéreuses de la lignée 
5005 est au contraire inférieure de 26 % (p < 0.05). Par rapport à l'intensité du signal 
d'immunofluorescence des cellules de Clara non transgéniques (de 26.90 ± 6.94, n = 15), 
l'intensité du signal d'immunofluorescence chez les cellules cancéreuses des deux lignées 
RARf34-LIKE est supérieure de 30 % (p < 0.001 pour la lignée 32 et p < 0.05 pour la 
lignée 5005). Donc, la protéine Hoxa-2 tendrait à être surexprimée chez les cellules 
cancéreuses RARf34-Lll{E. 
Figure 15. Variations d'expression de la protéine Hoxa-2 chez les souris 
transgéniques RARj34-LIKE 
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L'anticorps anti-Hoxa-2 permet d'évaluer l'intensité du signal d'immunofluorescence 
dans les cellules pulmonaires des souris transgéniques des lignées 32 (B, E et G) et 5005 
(C, F et H) en parallèle à celles des souris non-transgéniques (A et D). Les cellules 
pulmonaires observées plus particulièrement sont les pneumocytes de type II (A, B et C), 
les cellules de Clara (D, E et F) et les cellules tumorales pulmonaires (G et H) provenant 
d'une même souris transgénique. L'intensité du signal d'immunofluorescence est 
indiquée par l'échelle pseudo-colorée qui va de 0 à 255 (visuellement, du noir vers le 
blanc) et située à droite de la figure. L'échelle de taille dans les panneaux A à H 
correspond à 10 µm. Les pneumocytes de type II sont indiqués par des flèches. 
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Figure 16. Quantification de la variation d'expression de la protéine Hoxa-2 chez les 
cellules RARJ34-LIKE 
L'intensité du signal d'immunofluorescence observé chez les pneumocytes de type II et 
les cellules de Clara a été mesurée par analyse des images obtenues par microscopie 
confocale avec le logiciel Intervision, version Unix. Ces mesures sont représentées 
graphiquement par la moyenne établie sur une population de cellules. Une barre d'erreur 
est indiquée au-dessus des colonnes. Les graphiques regroupent les lignées porteuses de la 
construction RARJ34-LIKE. Sur le graphique A, l'intensité du signal 
d'immunofluorescence chez les pneumocytes de type II non transgéniques et des lignées 
32 et 5005 est présentée. Sur le graphique B, l'intensité du signal d'immunofluorescence 
chez les cellules de Clara non transgéniques et des lignées 32 et 5005 est exposée. 
L'intensité du signal d'immunofluorescence des cellules cancéreuses des lignées 32 et 
5005 (respectivement 32C, 5005C) a été placée en parallèle avec celles des pneumocytes 
de type II et des cellules de Clara. Les symboles *, ** et *** indiquent respectivement 
une différence significative (p < 0.05), une différence très significative (p < 0.001) et une 
différence extrêmement significative (p < 0.0001) entre la valeur des cellules contrôles et 
celle des cellules transgéniques. 
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4.1.3 Résultats du marquage contre la protéine Hoxa-4 
Le gène Hoxa-4 est le quatrième gène Hox à partir de l'extrémité 3' du complexe 
A (Apiou et al., 1996). Les séquences régulatrices comprennent un RARE sur lequel les 
RAR et les RXR se lient et mènent à la transactivation ou à la trans-répression du gène 
Hoxa-4 en présence des RA (Packer et al., 1998). Si l'expression des RAR est modifiée, 
comme chez nos souris transgéniques présentant des altérations d'expression des 
récepteurs nucléaires RARf3, l'expression du gène Hoxa-4 devrait aussi être changée. De 
plus, les variations d'expression des protéines Hoxa-1 et Hoxa-2 observées chez nos 
souris transgéniques peuvent provoquer, via la régulation en cascade de l'expression des 
gènes HOX, l'expression anormale du gène Hoxa-4 qui est situé en 5' dans le complexe 
A (Ogura et Evans, 1995). Chez les souris transgéniques des lignées AS-RARf31/f33, AS-
RARf32 et RARf34-LIKE, nous nous attendons donc à observer une expression aberrante 
de la protéine Hoxa-4. 
4.1.3.1 Lignées AS-RARf31/f33 
L'analyse par microscopie confocale de l'intensité relative du signal 
d'immunofluorescence de Hoxa-4 chez nos souris transgéniques AS-RARf31/f33 a révélé 
une expression anormale de la protéine Hoxa-4. La sous-expression des récepteurs 
RARf3 l et RARf33 affecte à la hausse ou à la baisse l'expression de cette protéine, selon 
le type cellulaire examiné et la lignée de souris transgéniques. 
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Chez les pneumocytes de type II AS-RARpl!p3, le signal d'immunofluorescence 
augmente ou diminue selon la lignée par rapport à celui observé chez les pneumocytes de 
type II non transgéniques (figure 17 A, B et C). Les mesures de l'intensité du signal 
d'immunofluorescence cellulaire chez les pneumocytes de type II des lignées 1002 et 
1003 ont donné des valeurs de 118.72 ± 22.17 (p < 0.0001, n = 30) et de 69.90 ± 12.15 (p 
< 0.0001, n = 30) par rapport à la valeur de 82.41±12.81 (n = 20) pour les pneumocytes 
de type II non transgéniques (figure 18 A). Par rapport aux pneumocytes non 
transgéniques, l'intensité du signal d'immunofluorescence augmente donc de 44 % pour 
les pneumocytes de type II de la lignée 1002, alors qu'elle diminue de 15 % pour les 
pneumocytes de type II de la lignée 1003. 
Chez les cellules de Clara transgéniques des lignées 1002 et 1003, l'intensité du 
signal d'immunofluorescence diminue par rapport aux cellules de Clara non 
transgéniques (figure 17 D, E et F). L'intensité du signal d'immunofluorescence a été 
calculé de 45.51 ± 3.26 (p < 0.0001, n = 14) pour les cellules de Clara de la lignée 1002, 
de 49.51±5.12(p<0.0001, n = 15) pour la lignée 1003 et de 66.60 ± 8.34 (n = 15) pour 
les cellules de Clara non transgéniques (figure 18 B). Par rapport aux cellules de Clara 
non transgéniques, l'intensité du signal d'immunofluorescence diminue donc de 32 % et 
de 26 % respectivement pour les cellules de Clara des lignées 1002 et 1003. 
Chez les cellules cancéreuses AS-RARP 11P3, l'intensité du signal 
d 'immunofluorescence varie beaucoup et montre une différence entre les deux lignées 
(figure 17 G et H). Les mesures de l'intensité du signal d'immunofluorescence ont 
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donné des résultats de 72.46 ± 25.67 (n = 20) pour les cellules cancéreuses de la lignée 
1002 et de 30.68 ± 8.70 (n = 15) pour les cellules cancéreuses de la lignée 1003 (figure 
18). Par rapport à l'intensité du signal d'immuno:fluorescence des pneumocytes de type 
II non transgéniques (de 82.41 ± 12.81, n = 20), l'intensité du signal 
d'immuno:fluorescence des cellules cancéreuses de la lignée 1002 diminue de 12 % (p 
< 0.05) et de celle des cellules cancéreuses de la lignée 1003 diminue de 63 % (p < 
0.0001; figure 18 A). Par rapport à l'intensité du signal d'immunofluorescence des 
cellules de Clara non transgéniques (de 66.60 ± 8.34, n = 15), l'intensité du signal 
d'immuno:fluorescence des cellules cancéreuses 1002 n'est pas différente, alors que 
celle des cellules cancéreuses 1003 est inférieure de 34 % (p < 0.0001; figure 18 B). La 
protéine Hoxa-4 tend donc à être sous-exprimée dans les cellules cancéreuses 
pulmonaires ASRARl311133. 
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Figure 17. Variations d'expression de Hoxa-4 chez les souris AS-RARJ31!J33 
L'anticorps anti-Hoxa-4 permet d'évaluer l'intensité du signal d'immunofluorescence 
chez les cellules pulmonaires des souris transgéniques des lignées 1002 (B, E et G) et 
1003 (C, F et H) en parallèle à celles des souris non-transgéniques (A et D). Les cellules 
pulmonaires observées plus particulièrement sont les pneumocytes de type II (A, B et C), 
les cellules de Clara (D, E et F) et les cellules tumorales pulmonaires (G et H) provenant 
d'une même souris transgénique. L'intensité du signal d'immunofluorescence est 
indiquée par l'échelle pseudo-colorée qui va de 0 à 255 (visuellement, du noir vers le 
blanc) et située à droite de la figure. L'échelle de taille dans les panneaux A à H 








Figure 18. Quantification de la variation d'expression de la protéine Hoxa-4 chez les 
cellules AS-RARfH/j33 
L'intensité du signal d'immunofluorescence observé chez les pneumocytes de type II et 
les cellules de Clara a été mesurée par analyse des images obtenues par microscopie 
confocale avec le logiciel Intervision, version Unix. Ces mesures sont représentées 
graphiquement par la moyenne établie sur une population de cellules. Une barre d'erreur 
est indiquée au-dessus des colonnes. Les graphiques regroupent les lignées porteuses de la 
construction AS-RARl311133. Sur le graphique A, l'intensité du signal 
d'immunofluorescence chez les pneumocytes de type II non transgéniques et des lignées 
1002 et 1003 est présentée. Sur le graphique B, l'intensité du signal 
d'immunofluorescence chez les cellules de Clara non transgéniques et des lignées 1002 et 
1003 est exposée. L'intensité du signal d'immunofluorescence des cellules cancéreuses 
des lignées 1002 et 1003 (respectivement 1002C et 1003C) a été placée en parallèle avec 
celles des pneumocytes de type II et des cellules de Clara. Les symboles * et *** 
indiquent respectivement une différence significative (p < 0.05) et une différence 
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4.1.3.2 Lignées AS-RARf32 
L'analyse par microscopie confocale de l'intensité du signal 
d'immunofluorescence de Hoxa-4 chez nos souris transgéniques AS-RARJ32 révèle des 
variations d'expression de la protéine Hoxa-4. La sous-expression des récepteurs RARJ32 
affecte à la baisse l'expression de la protéine Hoxa-4. 
Chez les pneumocytes de type II AS-RARJ32, le signal d'immunofluorescence 
diminue en intensité par rapport à celui des pneumocytes de type II non transgéniques 
(figure 19 A, B, C et D). Les mesures de l'intensité du signal d'immunofluorescence 
cellulaire chez les pneumocytes de type II des lignées AS-RARJ32 ont donné des résultats 
de 96.58 ± 25.31 (p < 0.05, n = 23) pour la lignée 422, de 82.44 ± 18.01 (p < 0.05, n = 
21) pour la lignée 426 et de 88.61 ± 21.97 (p > 0.05, n = 23) pour la lignée 432, par 
rapport à 117.55 ± 35.30 (n = 14) pour les pneumocytes de type II non transgéniques 
(figure 20 A). Par rapport à l'intensité du signal d'immunofluorescence des pneumocytes 
de type II non transgéniques, les intensités du signal d 'immunofluorescence des 
pneumocytes de type II des lignées 422 et 426 diminuent donc respectivement de 16 % et 
de 30 %, alors que l'intensité du signal d'immunofluorescence des pneumocytes de type 
II de la lignée 432 n'est en pas différente. 
Chez les cellules de Clara AS-RARJ32, le signal d'immunofluorescence varie et 
montre une différence selon les trois lignées par rapport aux cellules de Clara non 
transgéniques (figure 19 E, F, G et H). Les mesures de l'intensité du signal 
d'immunofluorescence cellulaire chez les cellules de Clara ASRARJ32 ont donné des 
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résultats de 93.63 ± 14.33 (p > 0.05, n = 15) pour la lignée 422, de 101.01 ± 10.19 (p < 
0.05, n = 15) pour la lignée 426 et de 51.69 ± 7.06 (p < 0.0001, n = 15) pour la lignée 432, 
par rapport à la valeur de 84.12 ± 19.98 (n = 15) pour les cellules de Clara non 
transgéniques (figure 20 B). Par rapport à l'intensité du signal cellulaire des cellules de 
Clara non transgéniques, l'intensité du signal d'immunofluorescence des cellules de Clara 
de la lignée 422 n'est donc pas différente, alors que l'intensité du signal 
d'immunofluorescence des cellules de Clara de la lignée 426 augmente de 20 % et que 
celle des cellules de Clara de la lignée 432 diminue de 39 %. 
Chez les cellules cancéreuses AS-RARj32, l'intensité du signal 
d'immunofluorescence est très variable et montre une différence entre les trois lignées 
(figure 19 1, J et K). Les mesures de l'intensité du signal d'immunofluorescence ont 
donné des résultats de 71.60 ± 22.81 (n = 16) pour la lignée 422, de 41.53 ± 7.96 (n = 16) 
pour la lignée 426 et de 28.55 ± 7.21 (n = 15) pour la lignée 432. Par rapport à l'intensité 
du signal d'immunofluorescence des pneumocytes de type II non transgéniques (de 
117.55 ± 35.30, n = 14), ces intensités sont inférieures de 39 % (p < 0.001) pour la lignée 
422, de 75 % (p < 0.0001) pour la lignée 426 et de 76 % (p < 0.0001) pour la lignée 432 
(figure 20 A). Par rapport à l'intensité du signal d'immunofluorescence des cellules de 
Clara non transgéniques (de 84.12 ± 19.98, n= 15), l'intensité du signal 
d'immunofluorescence des cellules cancéreuses de la lignée 422 n'est pas différente, 
contrairement aux intensités du signal d'immunofluorescence des cellules cancéreuses des 
lignée 426 et 432 qui sont respectivement inférieures de 51 % (p < 0.0001) et de 66 % (p 
100 
< 0.0001; figure 20 B). La protéine Hoxa-4 tend donc à être sous-exprimée dans les 
cellules cancéreuses pulmonaires des lignées AS-RARp2. 
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Figure 19. Variations d'expression de Hoxa-4 chez les souris transgéniques AS-
RARJ32 
L'anticorps anti-Hoxa-4 permet d'évaluer l'intensité du signal d'immunofluorescence 
chez les cellules pulmonaires des souris transgéniques des lignées 422 (B, F et 1), 426 (C, 
G et J) et 432 (D, H et K) en parallèle à celles des souris non-transgéniques (A et E). Les 
cellules pulmonaires observées plus particulièrement sont les pneumocytes de type II (A, 
B, Cet D), les cellules de Clara (E, F, G, H) et les cellules tumorales pulmonaires (1, Jet 
K) provenant d'une même souns transgénique. L'intensité du signal 
d'immunofluorescence est indiquée par l'échelle pseudo-colorée qui va de 0 à 255 
(visuellement, du noir vers le blanc) et est située à droite de la figure. L'échelle de taille 
dans les panneaux A à H correspond à 10 µm. Les pneumocytes de type II sont indiqués 






Figure 20. Quantification de la variation d'expression de la protéine Hoxa-4 chez les 
cellules AS-RAR(32 
L'intensité du signal d 'immunofluorescence observé chez les pneumocytes de type II et 
les cellules de Clara a été mesurée par analyse des images obtenues par microscopie 
confocale avec le logiciel Intervision, version Unix. Ces mesures sont représentées 
graphiquement par la moyenne établie sur une population de cellules. Une barre d'erreur 
est indiquée au-dessus des colonnes. Les graphiques regroupent les lignées porteuses de la 
construction AS-RAR(32. Sur le graphique A, l'intensité du signal d'immunofluorescence 
chez les pneumocytes de type II non transgéniques et des lignées 422.426 et 432 est 
présentée. Sur le graphique B, l'intensité du signal d'immunofluorescence chez les 
cellules de Clara non transgéniques et des lignées 422, 426 et 432 est exposée. L'intensité 
du signal d'immunofluorescence des cellules cancéreuses des lignées 422, 426 et 432 
(respectivement 422C, 426C et 432C) a été placée en parallèle avec celles des 
pneumocytes de type II et des cellules de Clara transgéniques et non transgéniques. Les 
symboles *, **, et *** indiquent respectivement une différence significative (p < 0.05), 
une différence très significative (p < 0.001) et une différence extrêmement significative (p 
< 0.0001) entre la valeur des cellules contrôles et celles des cellules transgéniques. 
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4.1.3.3 Lignées RARf34-LIKE 
L'analyse par microscopie confocale de l'intensité relative du signal 
d'immunofluorescence de Hoxa-4 montre une expression modifiée de la protéine Hoxa-4 
chez nos souris transgéniques RARj34-LIKE. Contrairement à l'expression des protéines 
Hoxa-1 et Hoxa-2, l'expression de la protéine Hoxa-4 ne change pas lorsque le récepteur 
RARj34-LIKE est sur-exprimé. 
Chez les pneumocytes de type II RARj34-LIKE, le signal d'immunofluorescence 
est peu affectée par rapport à celui des pneumocytes de type II non transgéniques (figure 
21 A, B et C). Les mesures de l'intensité du signal d'immunofluorescence cellulaire ont 
donné des résultats de 52.82 ± 9.16 (p > 0.05, n = 24) pour les pneumocytes de type II de 
la lignée 32, de 60.39 ± 14.79 (p > 0.05, n = 25) pour les pneumocytes de type II de la 
lignée 5005 et de 61.58 ± 15.34 (n = 17) pour les pneumocytes de type II non 
transgéniques (figure 22 A). L'intensité du signal d'immunofluorescence chez les cellules 
RARj34-LIKE n'est donc pas différente de celle des pneumocytes de type II non 
transgéniques. 
Chez les cellules de Clara RARj34-LIKE, le signal d'immunofluorescence est 
assez similaire entre les lignées transgéniques et les cellules de Clara non transgéniques 
(figure 21 D, E et F). Les mesures de l'intensité du signal d'immunofluorescence 
cellulaire ont donné des résultats de 33.63 ± 4.60 (p > 0.05, n = 15) pour les cellules de 
Clara de la lignée 32, de 37.25 ± 8.29 (p > 0.05, n = 15) pour les cellules de Clara de la 
lignée 5005 et de 34.49 ± 2.86 (n = 15) pour les cellules de Clara non transgéniques 
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(figure 22 B). L'intensité du signal d'immunofluorescence chez les cellules de Clara des 
RARP4-LIKE n'est donc pas différente de celle observée chez les cellules de Clara non 
transgéniques. 
Chez les cellules cancéreuses RARP4-LIKE, l'intensité du signal varie beaucoup, 
mais montre une similitude entre les deux lignées (figure 21 G et H). Les mesures de 
l'intensité du signal d'immunofluorescence ont donné des résultats de 38.97 ± 9.27 (n = 
15) pour la lignée 32 et de 30.77 ± 8.72 (n = 15) pour la lignée 5005. Par rapport à 
l'intensité du signal d'immunofluorescence des pneumocytes de type II non transgéniques 
(de 61.58 ± 15.34, n = 17), ces intensités sont inférieures de 37 % pour la lignée 32 (p < 
0.0001) et de 50 % (p < 0.0001) pour la lignée 5005. Par rapport à l'intensité du signal 
d'immunofluorescence des cellules de Clara non transgéniques (de 34.49 ± 2.86, n = 14), 
l'intensité du signal d'immunofluorescence des cellules cancéreuses de la lignée 32 est 
supérieure de 13 % (p < 0.05), tandis que celle des cellules cancéreuses de la lignée 5005 
n'est pas différente. Chez les cellules cancéreuses pulmonaires RARrJ4-LIKE, 
l'expression d'Hoxa-4 est donc affectée d'une légère sous-expression. 
Figure 21. Variations d'expression de la protéine Hoxa-4 chez les souris 
transgéniques RARJ34-LIKE 
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L'anticorps anti-Hoxa-4 permet d'évaluer l'intensité du signal d'immunofluorescence 
chez les cellules pulmonaires des souris transgéniques des lignées 32 (B, E et G) et 5005 
(C, F et H) en parallèle à celles des souris non-transgéniques (A et D). Les cellules 
pulmonaires observées plus particulièrement sont les pneumocytes de type II (A, B et C), 
les cellules de Clara (D, E et F) et les cellules tumorales pulmonaires (G et H) d'une 
même souris transgénique. L'intensité du signal d'immunofluorescence va de 0 à 255 
(visuellement, du noir vers le blanc) et est indiquée par l'échelle pseudo-colorée située à 
droite de la figure. L'échelle de taille dans les panneaux A à H correspond à 10 µm. Les 
pneumocytes de type II sont indiqués par des flèches. 
0 
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Figure 22. Quantification de la variation d'expression de la protéine Hoxa-4 chez les 
cellules RARf34-LIKE 
L'intensité du signal d'immunofluorescence observé chez les pneumocytes de type II et 
les cellules de Clara a été mesurée par analyse des images obtenues par microscopie 
confocale avec le logiciel Intervision, version Unix. Ces mesures sont représentées 
graphiquement par la moyenne établie sur une population de cellules. Une barre d'erreur 
est indiquée au-dessus des colonnes. Les graphiques regroupent les lignées porteuses de la 
construction RARB4-LIKE. Sur le graphique A, l'intensité du signal 
d'immunofluorescence chez les pneumocytes de type II non transgéniques et des lignées 
32 et 5005 est présentée. Sur le graphique B, l'intensité du signal d'immunofluorescence 
chez les cellules de Clara non transgéniques et des lignées 32 et 5005 est exposée. 
L'intensité du signal d'immunofluorescence des cellules cancéreuses des lignées 32 et 
5005 (respectivement 32C, 5005C) a été placée en parallèle avec celles des pneumocytes 
de type II et des cellules de Clara. Les symboles * et *** indiquent respectivement une 
différence significative (p < 0.05) et une différence extrêmement significative (p < 
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4.1.4 Résultats du marquage contre la protéine Hoxa-5 
Le gène Hoxa-5, situé en 5' du gène Hoxa-4 dans le complexe de gènes 
homéotiques A, est fortement exprimé lors de la formation des poumons (Kim et Nielsen, 
2000). De plus, son expression est intimement liée à celle du gène Hoxa-4 par 
l'expression en cascade des gènes HOX qui a lieu au cours du développement (Ogura et 
Evans, 1995). Dans la section précédente, nous avons démontré que l'expression de la 
protéine Hoxa-4 est modifiée surtout chez nos souris transgéniques AS-RARP 11P3 et AS-
RARp2. Considérant ces altérations d'expression et l'effet de la protéine Hoxa-4 sur 
l'expression du gène Hoxa-5, l'expression de la protéine Hoxa-5 devrait également être 
fortement altérée dans les cellules pulmonaires de nos souris transgéniques. 
4.1.4.1 Lignées AS-RARf31/f33 
L'analyse par microscopie confocale de l'intensité relative du signal 
d'immunofluorescence de Hoxa-5 chez nos souris transgéniques AS-RARPI/(33 montre 
que la protéine Hoxa-5 est exprimée de manière anormale. Chez ces dernières, la sous-
expression des récepteurs RARPI et RARP3 affecte à la hausse l'expression de la 
protéine Hoxa-5. 
Chez les pneumocytes de type II AS-RARPllp3, le signal d'immunofluorescence 
augmente en intensité par rapport aux pneumocytes de type II non transgéniques (figure 
23 A, B et C). Les mesures de l'intensité cellulaire du signal d'immunofluorescence chez 
les pneumocytes de type II ASRARP1/P3 ont donné des résultats de 100.05 ± 17.29 (p < 
0.05, n = 5) pour les pneumocytes de type II de la lignée 1002 et de 90.58 ± 9.25 (p > 
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0.05, n = 3) pour les pneumocytes de type II de la lignée 1003, par rapport à 79.06 ± 
14.25 (n = 5) pour les pneumocytes de type II non transgéniques (figure 24 A). Par 
rapport à l'intensité du signal d'immunofluorescence des pneumocytes de type II non 
transgéniques, l'intensité du signal d'immunofluorescence des pneumocytes de type II de 
la lignée 1002 est de ce fait supérieure de 27 %, tandis que celle des pneumocytes de type 
II de la lignée 1003 n'est pas différente. 
Chez les cellules de Clara transgéniques AS-RARP llp3, le signal 
d'immunofluorescence varie en intensité selon la lignée par rapport à celui des cellules de 
Clara non transgéniques (figure 23 D, E et F). En effet, les mesures de l'intensité du 
signal d'immunofluorescence cellulaire ont donné des résultats de 111.44 ± 12.32 (p < 
0.05, n = 5) pour les cellules de Clara de la lignée 1002 et de 72.12 ± 7.80 (p < 0.05, n = 
5) pour les cellules de Clara de la lignée 1003, par rapport à 88.61 ± 4.88 (n = 5) chez les 
cellules de Clara non transgéniques (figure 24 B). Par rapport à l'intensité du signal 
d'immunofluorescence des cellules de Clara non transgéniques, l'intensité du signal 
d'immunofluorescence des cellules de Clara de la lignée 1002 est donc supérieure de 26 
% et celle des cellules de Clara de la lignée 1003 est inférieure de 19 %. 
Figure 23. Variations d'expression de la protéine Hoxa-5 chez les souris 
transgéniques AS-RARP11P3 
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L'anticorps anti-Hoxa-5 permet d'évaluer l'intensité du signal d'immunofluorescence 
dans les cellules pulmonaires des souris transgéniques des lignées 32 (B et E) et 5005 (C, 
et F) en parallèle à celles des souris non-transgéniques (A et D). Les cellules pulmonaires 
observées plus particulièrement sont les pneumocytes de type II (A, B et C) ainsi que les 
cellules de Clara (D, E et F)provenant d'une même souris transgénique. L'intensité du 
signal d'immunofluorescence est indiquée par l'échelle pseudo-colorée qui va de 0 à 255 
(visuellement, du noir vers le blanc) située à droite de la figure. L'échelle de taille dans 










Figure 24. Quantification de la variation d'expression de la protéine Hoxa-5 chez les 
cellules RARPllJB 
L'intensité du signal d'immunofluorescence observé chez les pneumocytes de type II et 
les cellules de Clara a été mesurée par analyse des images obtenues par microscopie 
confocale avec le logiciel Intervision, version Unix. Ces mesures sont représentées 
graphiquement par la moyenne établie sur une population de cellules. Une barre d'erreur 
est indiquée au-dessus des colonnes. Les graphiques regroupent les lignées porteuses de la 
construction RARJ31/J33. Sur le graphique A, l'intensité du signal d'immunofluorescence 
chez les pneumocytes de type II non transgéniques et des lignées 1002 et 1003 est 
présentée. Sur le graphique B, l'intensité du signal d'immunofluorescence chez les 
cellules de Clara non transgéniques et des lignées 1002 et 1003 est exposée. Le symbole * 
indique une différence significative (p < 0.05) entre la valeur des cellules contrôles et 
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4.1.4.2 Lignées RARf34-LIKE 
L'analyse par microscopie confocale de l'intensité relative du signal 
d'immunofluorescence produit par le marquage contre la protéine Hoxa-5 chez nos souris 
transgéniques RARrJ4-LIKE a montré l'expression altérée de cette protéine. Chez ces 
souris, la sur-expression du récepteur RARP4-LIKE provoque l'augmentation de 
l'expression de la protéine Hoxa-5. Suite à cette analyse, un immunobuvardage sur des 
extraits protéiques totaux d'isolats de pneumocytes de type Il a été effectué afin de 
certifier la présence de la protéine Hoxa-5 chez ces cellules pulmonaires (figure 27). 
Chez les pneumocytes de type Il RARP4-LIKE, le signal d'immunofluorescence 
est très fort par rapport au signal d'immunofluorescence observé chez les pneumocytes de 
type II non transgéniques (figure 25 A, B et C). Les mesures de l'intensité du signal 
cellulaire ont donné des résultats de 132.18 ± 21.41 (p < 0.001, n = 8) pour la lignée 32, 
de 81.23 ± 10.48 (p < 0.05, n = 4) pour la lignée 5005 et de 58.66 ± 11.93 (n = 6) pour les 
pneumocytes de type Il non transgéniques (figure 26 A). Comparativement à l'intensité 
du signal d' immunofluorescence des pneumocytes de type II non transgéniques, les 
intensités du signal d'immunofluorescence des pneumocytes de type II des lignées 32 et 
5005 sont supérieures de 125 % et de 38 % respectivement. 
Chez les cellules de Clara RARP4-LIKE, le signal d'immunofluorescence est très 
différent de celui observé chez les cellules de Clara non transgéniques (figure 25 D, E et 
F). Les mesures de l'intensité du signal d'immunofluorescence cellulaire ont donné des 
résultats de 97.04 ± 14.67 (p < 0.001, n = 8) pour les cellules de Clara de la lignée 32, de 
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82.66 ± 7.84 (p < 0.0001, n = 8) pour les cellules de Clara de la lignée 5005 et de 52.20 ± 
2.99 (n = 6) pour les cellules de Clara non transgéniques (figure 26 B). Par rapport à 
l'intensité du signal cellulaire des cellules de Clara non transgéniques, les intensités du 
signal d'immunofluorescence des cellules de Clara des lignées 32 et 5005 sont 
respectivement supérieures de 86 et 58 %. 
Pour s'assurer de la présence de la protéine Hoxa-5 dans les pneumocytes de type 
II des lignées transgéniques RAR~4-LIKE et valider notre anticorps, nous avons effectué 
un immunobuvardage d'extraits protéiques totaux produits à partir de ces cellules. La 
pureté de l'isolat de pneumocytes de type II a été déterminée comme étant de 85 % selon 
des analyses cytométriques associées aux marquages cellulaires spécifiques aux 
pneumocytes de type II (SP-B) et aux cellules de Clara (CClO) obtenues par la technique 
du FACS. Sur la figure 27, la protéine Hoxa-5 est présente tant chez les pneumocytes de 
type II transgéniques des lignées 32 et 5005 que chez les pneumocytes de type II non-
transgéniques. La bande protéique caractéristique de Hoxa-5 a un poids approximatif de 
35 kDa. 
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Figure 25. Variations d'expression de Hoxa-5 chez les souris transgéniques RARJ34-
LIKE 
L'anticorps anti-Hoxa-5 permet d'évaluer l'intensité du signal d'immunofluorescence 
chez les cellules pulmonaires des souris transgéniques des lignées 32 (B, E et G) et 5005 
(C, F et H) en parallèle à celles des souris non-transgéniques (A et D). Les cellules 
pulmonaires observées plus particulièrement sont les pneumocytes de type II (A, B et C), 
les cellules de Clara (D, E et F) et les cellules tumorales pulmonaires (G et H) provenant 
d'une même souris transgénique. L'intensité du signal d'immunofluorescence est 
indiquée par l'échelle pseudo-colorée allant de 0 à 255 (visuellement, du noir vers le 
blanc) et située à droite de la figure. L'échelle de taille dans les panneaux A à H 












Figure 26. Quantification de la variation d'expression de la protéine Hoxa-5 chez les 
cellules RAR[34-LIKE 
L'intensité du signal d'immunofluorescence observé chez les pneumocytes de type II et 
les cellules de Clara a été mesurée par analyse des images obtenues par microscopie 
confocale avec le logiciel Intervision, version Unix. Ces mesures sont représentées 
graphiquement par la moyenne établie sur une population de cellules. Une barre d'erreur 
est indiquée au-dessus des colonnes. Les graphiques regroupent les lignées porteuses de la 
construction RAR134-LIKE. Sur le graphique A, l'intensité du signal 
d'immunofluorescence chez les pneumocytes de type II non transgéniques et des lignées 
32 et 5005 est présentée. Sur le graphique B, l'intensité du signal d'immunofluorescence 
chez les cellules de Clara non transgéniques et des lignées 32 et 5005 est exposée. Les 
symboles *, ** et *** indiquent respectivement une différence significative (p < 0.05), 
une différence très significative (p < 0.001) et une différence extrêmement significative (p 
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Figure 27. Immunobuvardage de Hoxa-5 dans un isolat de pneumocytes de type II 
des lignées transgéniques RAR[34-LIKE 
L'immunobuvardage a été exécuté avec 50 ug d'extrait de protéines totales de 
pneumocytes de type II non-transgéniques (ligne 1 ), transgéniques de la lignée 32 (ligne 
2) et transgéniques de la lignée 5005 (ligne 3) purs à 85%. Le marqueur de taille (M) 
indique l'emplacement de la bande de 30 kDa, au-dessus de laquelle on trouve la bande 
associée à Hoxa-5 d'un poids de 35 kDa approximativement. La révélation des bandes 
protéiques sur l'immunobavardage a été accomplie par chemiluminescence, selon le 








4.1.5 Résultats du marquage contre la protéine Hoxa-7 
Le gène Hoxa-7 est le gène le plus en 5' du complexe A dont l'expression a été 
analysée. Vu sa position postérieure dans le complexe et la présence d'un RARE parmi ses 
séquences régulatrices, il est probable que l'expression altérée des gènes Hoxa-1, Hoxa-2, 
Hoxa-4 et Hoxa-5 démontrée précédemment modifie son expression via la cascade 
d'expression des gènes Hox (Kim et al., 1998). 
4.1.5.1 Lignée AS-RARJ31!J33 
L'analyse d'images obtenue par microscopie confocale a montré une expression 
différente de la protéine Hoxa-7 chez nos souris transgéniques AS-RARP 11P3 par rapport 
à l'expression qui est observée chez nos souris non transgéniques. L'intensité relative du 
signal d'immunofluorescence d'Hoxa-7 révèle que la sous-expression des récepteurs 
RARP 1 et RARP3 affecte à la hausse l'expression de la protéine Hoxa-7. 
Chez les pneumocytes de type II AS-RARP11P3, le signal d'immunofluorescence 
augmente en intensité par rapport au signal d'immunofluorescence observé chez les 
pneumocytes de type II non transgéniques (figure 28 A, B et C). Les mesures de 
l'intensité du signal d'immunofluorescence cellulaire chez les pneumocytes de type II des 
lignées 1002 et 1003 ont donné des résultats de 75.50 ± 17.75 (p < 0.0001, n = 18) et de 
77.18 ± 12.71 (p < 0.0001, n = 18), par rapport à de 56.26 ± 6.83 (n = 20) pour les 
pneumocytes de type II non transgéniques (figure 29 A). Par rapport à l'intensité du 
signal d'immunofluorescence des pneumocytes de type II non transgéniques, l'intensité 
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du signal d'immunofluorescence des pneumocytes de type II ASRAR~l/~3 est donc 
supérieure de 34 % pour la lignée 1002 et de 37 % pour la lignée 1003. 
Chez les cellules de Clara ASRARj31/j33, le signal d'immunofluorescence varie 
seulement dans une lignée transgénique par rapport aux cellules de Clara non 
transgéniques (figure 28 D, E et F). Les mesures de l'intensité du signal 
d'immunofluorescence cellulaire ont donné des résultats de 82.03 ± 20.65 (p > 0.05, n = 
15) pour la lignée 1002, de 58.73 ± 6.46 (p < 0.05, n = 15) pour la lignée 1003 et de 78.32 
± 11.40 (n = 15) pour les cellules de Clara non transgéniques (figure 29 B). Par rapport à 
l'intensité du signal d'immunofluorescence des cellules de Clara non transgéniques, 
l'intensité du signal d'immunofluorescence des cellules de Clara de la lignée 1002 n'est 
donc pas différente, au contraire de l'intensité du signal d'immunofluorescence des 
cellules de Clara de la lignée 1002 qui est inférieure de 25 %. 
Chez les cellules cancéreuses des lignées 1002 et 1003, le signal 
d'immunofluorescence est assez similaire. Les mesures de l'intensité du signal 
d 'immunofluorescence ont donné des résultats de 54.95 ± 16.51 (n = 15) pour les cellules 
cancéreuses de la lignée 1002 et de 63.67 ± 17.07 (n = 15) pour les cellules cancéreuses 
de la lignée 1003. Par rapport à l'intensité du signal d'immunofluorescence des 
pneumocytes de type II non transgéniques (de 56.26 ± 6.83, n = 20), les intensités du 
signal d'immunofluorescence des cellules cancéreuses des lignées 1002 et 1003 ne sont 
pas différentes. Par rapport à l'intensité du signal d'immunofluorescence des cellules de 
Clara non transgéniques (de 78.32 ± 11.40, n = 15), seule l'intensité du signal 
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d'immunofluorescence des cellules cancéreuses de la lignée 1002 est inférieure de 30 % 
(p < 0.001). L'intensité du signal d'immunofluorescence des cellules cancéreuses de la 
lignée 1003 n'est pas différente. Chez les cellules cancéreuses des lignées AS-RARf31/f33, 
la protéine Hoxa-7 est donc peu sous-exprimée. 
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Figure 28. Variations d'expression de Hoxa-7 chez les souris transgéniques AS-
RARJH/(33 
L'anticorps anti-Hoxa-7 permet d'évaluer l'intensité du signal d'immunofluorescence 
chez les cellules pulmonaires des souris transgéniques des lignées 1002 (B, E et G) et 
1003 (C, F et H) en parallèle à celles des souris non-transgéniques (A et D). Les cellules 
pulmonaires observées plus particulièrement sont les pneumocytes de type II (A, B et C), 
les cellules de Clara (D, E et F) et les cellules tumorales pulmonaires (G et H) provenant 
d'une même souris transgéniques. L'intensité du signal d'immunofluorescence est 
indiquée par l'échelle pseudo-colorée qui va de 0 à 255 (visuellement, du noir vers le 
blanc) et qui est située à droite de la figure. L'échelle de taille dans les panneaux A à H 






Figure 29. Quantification de la variation d'expression de la protéine Hoxa-7 chez les 
cellules RARj31/j33 
L'intensité du signal d'immunofluorescence observé chez les pneumocytes de type II et 
les cellules de Clara a été mesurée par analyse des images obtenues par microscopie 
confocale avec le logiciel Intervision, version Unix. Ces mesures sont représentées 
graphiquement par la moyenne établie sur une population de cellules. Une barre d'erreur 
est indiquée au-dessus des colonnes. Les graphiques regroupent les lignées porteuses de la 
construction RARl311133. Sur le graphique A, l'intensité du signal d'immunofluorescence 
chez les pneumocytes de type II non transgéniques et des lignées 1002 et 1003 est 
présentée. Sur le graphique B, l'intensité du signal d'immunofluorescence chez les 
cellules de Clara non transgéniques et des lignées 1002 et 1003 est exposée. L'intensité 
du signal d'immunofluorescence des cellules cancéreuses des lignées 1002 et 1003 
(respectivement 1002C et 1003C) a été placée en parallèle avec celles des pneumocytes 
de type II et des cellules de Clara. Les symboles *, ** et *** indiquent respectivement 
une différence significative (p < 0.05), une différence très significative (p < 0.001) et une 
différence extrêmement significative (p < 0.0001) entre la valeur des cellules contrôles et 
celle des cellules non transgéniques. 
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Ce projet de recherche avait pour but premier de démontrer l'hypothèse que 
l'expression des gènes Hox du complexe A est modifiée lorsque l'expression des 
différents isoformes de RARj3 est altérée. Au sein des cellules des organismes vivants, 
l'expression des gènes Hox est finement contrôlée par une autorégulation (Packer et al., 
1998; Yau et al., 2002), une régulation trans (Langston et al., 1997; Prince, 2002; Roelen 
et al., 2002) et une régulation cis effectuée par divers facteurs de transcription tels que 
Krox20, Pbx et certains récepteurs stéroïdiens-thyroïdiens (Ogura et Evans, 1995; Lufkin 
1997; Mark et al., 1997; Kim et al., 1998; Taylor et al., 1998). Parmi les récepteurs 
stéroïdiens-thyroïdiens impliqués dans la régulation cis des gènes Hoxa, on compte 
notamment les récepteurs nucléaires des acides rétinoïques nommés RAR et RXR 
(Lufkin, 1997; Taylor et al., 1998; Yau et al., 2002). Au cours du développement 
embryonnaire, ces récepteurs nucléaires modulent l'expression des gènes Hox en liant les 
RARE situés dans leur promoteur (Ogura et Evans, 1995; Langston et al., 1997; Mark et 
al., 1997; Packer et al., 1998; Prince, 2002; Roelen et al., 2002). Dans le complexe de 
gènes Hoxa, trois RARE ont été découverts. Ces RARE sont situés dans le promoteur des 
gènes Hoxa-1, Hoxa-4 et Hoxa-9 (Dupe et al., 1997; Kim et al., 1998; Packer et al., 1998) 
Si l'expression des récepteurs nucléaires RAR est modifiée, l'expression des gènes Hoxa 
est donc fortement susceptible d'être aussi altérée. 
Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons utilisé trois modèles de souns 
transgéniques présentant une expression réduite ou aberrante des différentes isoformes du 
récepteur nucléaire RARj3. Les deux premiers modèles de souris transgéniques utilisés 
sous-expriment les isoformes RARj31 et RARj33 ou RARj32 via l'expression d' ARN 
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antisens transcrits à partir des transgènes dirigés contre l 'ARNm des récepteurs RARP 1 et 
RARj33 (le transgène AS-RARj31/j33; Bérard et al., 1997) et contre l'ARNm du récepteur 
RARj32 (le transgène AS-RARj32; Bérard et al., 1996). La liaison des ARN antisens se 
fait au niveau du site d'initiation de la traduction, de façon à diminuer d'une part la 
quantité de récepteurs RARj31 et RARj33 et, d'autre part, la quantité de récepteurs 
RARj32 présents dans les cellules (Bérard et al., 1996, 1997). Chez les lignées de souris 
transgéniques AS-RARj31/j33 et AS-RARj32, la perte d'expression des isoformes de 
RARj3 reproduit in vivo la perte d'expression de ces récepteurs remarquée chez plusieurs 
tumeurs pulmonaires humaines (Gebert et al., 1991; Bérard et al., 1996, 1997). Le dernier 
modèle de souris transgéniques utilisé, soit les souris transgéniques RARj34-LIKE, sur-
exprime !'isoforme RARj34 via le transgène RARJ34-LIKE (Bérard et al., 1994). Chez les 
souris transgéniques des lignées RARj34-LIKE, !'isoforme RARj34 est anormalement 
abondant tel que chez les adénocarcinomes humains (Bérard et al., 1994; Giguère, 1994). 
Fait intéressant, les souris transgéniques AS-RARJ31/j33, AS-RARJ32 et RARj34-LIKE 
présentent une incidence élevée d'apparition spontanée de tumeurs pulmonaires (Bérard 
et al., 1994, 1996, 1997) qui possèdent des caractéristiques morphologiques, histologiques 
et biochimiques d'adénocarcinomes pulmonaires (Malkinson, 1992; Bérard et al., 1994, 
1996; Malkinson, 2001). À partir de ces modèles animaux, l'influence de la variation de 
l'expression des récepteurs nucléaires RARJ3 sur l'expression des gènes dans les cellules 
pulmonaires peut être déterminée et éventuellement, l'implication de ceux-ci dans 
l 'oncogenèse pourra être débusquée. 
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Pour déterminer le niveau d'expression des protéines Hoxa-1, Hoxa-2, Hoxa-4, 
Hoxa-5 et Hoxa-7, des marquages indirects d'immunofluorescence sur des coupes de 
poumons provenant des souris transgéniques AS-RARj31/j33, AS-RARl32 et RARl34-
LIKE ont été effectués. C'est sur les pneumocytes de type II et les cellules de Clara, deux 
types de cellules pulmonaires à l'origine d'un grand nombre de cancers pulmonaires 
humains (Gazdar et al., 1983, 1990; Thaete et Malkinson, 1991), ainsi que sur les cellules 
cancéreuses de tumeurs pulmonaires provenant des même animaux, que nous avons 
concentré notre attention. Ces cellules pulmonaires ont été identifiées d'après leur 
tendance à se regrouper, leur localisation, ainsi que par leur forme. Les signaux 
d'immunofluorescence visibles sur les images obtenues par microscopie confocale ont été 
analysés par la détermination du nombre moyen de pixels emegistrés, la compilation des 
résultats et la réalisation de calculs statistiques. 
L'expression de la protéine Hoxa-1 semble augmenter chez les pneumocytes de 
type II et les cellules de Clara des souris transgéniques RARl34-LIKE. Les niveaux 
d'expression de Hoxa-1 significativement différents entre les lignées 32 et 5005 
pourraient dépendre des niveaux d'expression variables du récepteur RARl34 chez ces 
lignées, puisque la lignée 32 possède 10 copies du transgène RARj34-LIKE, 
comparativement à une seule copie présente chez les cellules de la lignée 5005 (Bérard et 
al., 1994). Dans ces conditions, de hauts niveaux de l'isoforme RARf34 pourraient 
monopoliser les éléments de réponse aux acides rétinoïques et par le fait même activer 
l'expression du gène Hoxa-1. Éventuellement, la détermination du niveau d'expression 
protéique réel du récepteur RARj34 dans les lignées de souris transgéniques RARl34-
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LIKE permettrait de valider nos hypothèses expliquant la différence d'expression de la 
protéine Hoxa-1 entre les lignées 32 et 5005. La protéine Hoxa-1 semble également 
changer de localisation cellulaire dans les pneumocytes de type II et les cellules de Clara 
RARP4-LIKE. Cette seconde variation d'expression reste à confirmer par 
immunobuvardage d'extraits protéiques nucléaires et cytoplasmiques de ces cellules 
transgéniques. 
La protéine Hoxa-2 est sur-exprimée chez les pneumocytes de type II et chez les 
cellules de Clara des lignées de souris transgéniques AS-RARP11P3 et RARP4-LIKE. 
Chez les souris AS-RARpllp3, l'expression de la protéine Hoxa-2 est constamment plus 
forte chez les cellules de la lignée 1003 que chez celles de la lignée 1002. Une possibilité 
est que le transgène AS-RARP 1/P3 est plus faiblement exprimé chez les souris 
transgéniques de la lignée 1002, qui ne possède qu'une seule copie du transgène par 
rapport à deux chez les souris transgéniques de la lignée 1003 (Bérard et al., 1997). De 
plus, la protéine Hoxa-2 peut être exprimée fortement dans ces souris à cause d'une sur-
expression de l'isoforme RARP2 endogène (plus importante chez la lignée 1003) et d'une 
réduction d'environ 50 % de l'expression de !'isoforme RARP4 (Bellehumeur et al., en 
préparation). Les niveaux réels d'expression de la protéine Hoxa-2 et des isoformes de 
RARP restent à être déterminés. Contrairement aux souris AS-RARP 11P3 et RARP4-
LIKE, les souris AS-RAR~2 montrent une sous-expression de Hoxa-2 dans les cellules de 
Clara et les pneumocytes de type Il. Donc, l'expression du gène Hoxa-2 serait inhibée par 
les récepteurs nucléaires RARP 1 et RARP3 et activée par les récep-
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Figure 30. Modèle d'action des différents récepteurs nucléaires RARrl sur la 
transcription du gène Hoxa-2. 
Les isoformes RARP 1 et RAR133 auraient un effet négatif sur la transcription du gène 
Hoxa-2 (représenté par une longue ligne perpendiculaire à une ligne plus courte), alors 
que les isoformes RARl32 et RAR134-LIKE auraient un effet positif sur la transcription du 





teurs RARl32 et RARl34 (figure 30). L'inhibition de l'expression du gène Hoxa-2 
pourrait s'effectuer au niveau du RARE (Dupe et al., 1997) ou du site de liaison du 
facteur de transcription Krox-20 (Nonchev et al., 1996). La protéine Hoxa-2 semble 
également changer de localisation cellulaire dans les cellules de Clara des différentes 
lignées transgéniques. Cette seconde variation d'expression reste à confirmer par 
immunobuvardage d'extraits protéiques nucléaires et cytoplasmiques de cellules de Clara 
transgéniques. 
La protéine Hoxa-4 tend à être sous-exprimée faiblement chez les 
pneumocytes de type II et les cellules de Clara AS-RARl311133. Des différences existent 
entre les lignées puisque chez les pneumocytes de type II de la lignée 1002, la protéine 
Hoxa-4 est sur-exprimée. Les raisons associées à cette différence sont indéterminées. 
Chez les souris AS-RARl32, la protéine Hoxa-4 est légèrement sur-exprimée chez les 
cellules de Clara AS-RAR132 des lignées 422 et 426, alors qu'elle tend à être sous-
exprimée chez les pneumocytes de type II et chez les cellules de Clara de la lignée 432. 
Les raisons associées à ces différences restent également à déterminer. Aucun effet. de la 
surexpression de RAR134 n'est observé sur les niveaux de la protéine Hoxa-4. Donc, 
l'expression de la protéine Hoxa-4 chez nos trois modèles de souris transgéniques 
présentant des altérations d'expression des différents isoformes de RAR13 nous porte à 
croire que l'expression du gène Hoxa-4 pourrait être stimulée par les récepteurs RARfH, 
RAR132 et RAR133, sans effet du récepteur RARl34 (figure 31 ). La protéine Hoxa-4 
semble également changer de localisation cellulaire dans les cellules de Clara. 
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Figure 31. Modèle d'action des différents récepteurs nucléaires RAR~ sur la 
transcription du gène Hoxa-4. 
Les isoformes RAR[3 l, RAR[32 et RAR[33 moduleraient positivement l'expression du 
gène Hoxa-4 (représentés par une flèche), alors que !'isoforme RAR[34-LIKE aurait peu 





Cette seconde variation d'expression reste à confirmer par immunobuvardage d'extraits 
protéiques nucléaires et cytoplasmiques de cellules de Clara transgéniques. 
La protéine Hoxa-5 tend à être sur-exprimée chez les pneumocytes de type II et les 
cellules de Clara AS-RARj31/j33 et RARj34-LIKE par rapport aux même cellules 
pulmonaires non transgéniques. La sur-expression de Hoxa-5 est plus marquée chez les 
cellules de la lignée 32 que celles de la lignée 5005, de manière proportionnelle à 
l'expression du transgène RARj34-LIKE (Bérard et al., 1994). La protéine Hoxa-1 semble 
également changer de localisation cellulaire dans les pneumocytes de type II et les 
cellules de Clara RARj34-LIKE. Cette seconde variation d'expression reste à confirmer 
par immunobuvardage d'extraits protéiques nucléaires et cytoplasmiques de pneumocytes 
de type II et les cellules de Clara RARj34-LIKE. Nos travaux ont confirmé l'expression de 
la protéine Hoxa-5 chez les pneumocytes de type II RARj34-LIKE et chez les 
pneumocytes de type II non transgéniques par immunobuvardage d'extraits de protéines 
totales produits à partir d'extraits cellulaires purifiées contenant 70 % de pneumocytes de 
type II non transgéniques et transgéniques RARj34-LIKE. Il nous reste à déterminer si le 
niveau d'expression de la protéine Hoxa-5 est vraiment augmenté chez les souris 
transgéniques, en utilisant un contrôle de la quantité relative des protéines déposée dans 
chaque puits. 
La protéine Hoxa-7 semble être sur-exprimée chez les pneumocytes de type II AS-
RARj3 l/j33, alors qu'elle est sous-exprimée chez les cellules de Clara AS-RARj31/j33 de 
la lignée 1003. La protéine Hoxa-7 semble également changer de localisation cellulaire 
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dans les cellules de Clara AS-RARl311133. Cette seconde variation d'expression reste à 
confirmer par immunobuvardage d'extraits protéiques nucléaires et cytoplasmiques de 
cellules de Clara AS-RAR1311133. 
Globalement, nos résultats de l'analyse de l'expression des protéines Hoxa-1, 
Hoxa-2, Hoxa-4, Hoxa-5 et Hoxa-7 montrent que l'expression des gènes Hoxa est altérée 
positivement ou négativement par des modifications des niveaux d'expression des 
différents isoformes du récepteur RAR13. Les récepteurs RAR131 et RAR133 pourraient 
restreindre l'expression des gènes Hoxa-2, Hoxa-5 et Hoxa-7, alors qu'ils pourraient 
augmenter l'expression du gène Hoxa-4. Pour sa part, le récepteur RARl32 pourrait 
stimuler l'expression des gènes Hoxa-2 et Hoxa-4. Enfin, le récepteur RARl34 favoriserait 
la sur-expression de tous les gènes Hoxa. Les récepteurs RARl3 sont généralement 
considérés comme régulateurs négatifs de l'expression de gènes en relation avec le cycle 
cellulaire. En absence de RA, es récepteurs RARl3 modulent à la baisse l'expression des 
gènes c-MYC, FOGl, GATA6, de l'enzyme glutamate déshydrogénase, de l'homologue 
de la glutathione S-transferase (p28), et du récepteur PDGF-alpha (Faria et al., 1999; 
Geisen et al., 2000; Zhuang et al., 2003). Selon nos résultats, les isoformes RARl31 et 
RAR133 se comporteraient comme des régulateurs négatifs de l'expression des gènes 
Hoxa, contrairement aux isoformes RARl32 et RAR134, La transactivation variable des 
gènes Hoxa par ces deux derniers isoformes pourrait être causée par une structure 
tridimensionnelle particulière qui empêche sa liaison aux co-répresseurs et favorise la 
transactivation génique spécifique de certains gènes (Hauksdottir et al., 2003). Selon 
Farboud et al. (2003), cette structure serait influencée par de petites séquences d'acides 
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aminés incluses dans le site de liaison aux RA spécifiques à chacun des isoformes de 
RARf3. Les hypothèses avancées par les groupes d'Hauksdottir et al. (2003) et de Farboud 
et al. (2003) ne permettent pas d'expliquer pourquoi le gène Hoxa-4 est le seul régulé 
positivement par les récepteurs RARf31 et RARf33. D'autres études devront être 
effectuées pour élucider ces mystères. D'autre part, nous suggérons que le récepteur 
RARf34 est capable de transactiver la plupart des gènes Hoxa. Cette capacité est intrigante 
lorsqu'on considère que cet isoforme est dominant négatif à cause de l'absence d'un 
domaine de transactivation indépendant de la présence des RA (Sommer et al., 1999; 
Soprano et al., 2000). L'isoforme RARf34, sur-exprimé chez les souris RARf34-LIKE, 
pourrait transactiver d'une manière différente l'expression de gènes contenant des 
éléments de réponse aux RA (Bérard et al., 1994; Soprano et al., 2000). En effet, une sur-
expression de !'isoforme RARf34 pourrait mener à une compétition entre les isoformes de 
RARf3 : la quantité accrue de RARf34 sur les éléments de réponse aux RA pourrait 
modifier la transactivation des gènes (Bérard et al., 1994). Cette hypothèse reste à 
confirmer par des expériences mesurant l'affinité de liaison des isoformes du récepteur 
RARf3 aux différents types de RARE en présence d'une augmentation de !'isoforme 
RARf34. 
Les protéines homéotiques sont potentiellement impliquées dans l 'oncogenèse 
pulmonaire, particulièrement au niveau de la prolifération et de la différenciation des 
cellules pulmonaires (Tiberio et al., 1994; Cillo et al., 1999; Bromleigh et Freedman, 
2000; Golpon et al., 2001; Sharpless et DePinho, 2002). De plus, l'expression des gènes 
HOX est modifiée chez les cellules cancéreuses de plusieurs types de cancers pulmonaires 
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humains (De Vita et al., 1993; Cillo, 1994; Flagiello et al., 1997; Vider et al., 2000; 
Lechner et al., 2002), comme observé chez les pneumocytes de type II et les cellules de 
Clara AS-RARpl/p3, AS-RARp2 et RARP4-LIKE. 
Nous rapportons des variations d'expression des protéines Hoxa-1, Hoxa-2, Hoxa-
4 et Hoxa-7 chez les cellules cancéreuses pulmonaires AS-RARpllp3, AS-RARP2 et 
RARP4-LIKE. Nous avons observé que la protéine Hoxa-1 est sur-exprimée chez les 
cellules cancéreuses RARP4-LIKE de la lignée 32 contrairement à celles de la lignée 
5005. Cette différence d'expression est difficilement explicable puisque la protéine Hoxa-
1 est augmentée à la fois chez les pneumocytes de type II et les cellules de Clara présents 
dans les poumons des deux lignées transgéniques. La protéine Hoxa-2, pour sa part, est 
sur-exprimée chez les cellules cancéreuses de la lignée AS-RARP11P3 1003 et chez les 
cellules cancéreuses des lignées RARP4-LIKE. Chez les cellules cancéreuses des lignées 
de souris transgéniques AS-RARP2, la protéine Hoxa-2 est sous-exprimée par rapport aux 
pneumocytes de type II et aux cellules de Clara non transgéniques, contrairement à ce qui 
est observé chez les cellules cancéreuses des lignées AS-RARPIIP3 et RARP4-LIKE. La 
protéine Hoxa-4 est surtout sous-exprimée chez les cellules cancéreuses des lignées de 
souris transgéniques AS-RARpl/p3, AS-RARP2 et RARP4-LIKE. Enfin, l'expression de 
la protéine Hoxa-7 chez les cellules cancéreuses AS-RARP 11P3 est peu modifiée par 
rapport à celle observée chez les pneumocytes de type II non transgéniques. Chez ces 
cellules cancéreuses, une baisse d'expression de la protéine Hoxa-7 est observée lorsque 
les niveaux d'expression sont comparés avec ceux des cellules de Clara non 
transgéniques. 
146 
L'expression des gènes homéotiques du complexe A semble donc modifiée dans 
les cellules tumorales de nos modèles de souris transgéniques manifestant un dérèglement 
de l'expression de RARl3. Dans certains cas, nous remarquons une perte d'expression des 
gènes Hoxa dans les tumeurs provenant de souris transgéniques (par exemple Hoxa-2 
chez les souris transgéniques AS-RAR132). Dans d'autres, nous remarquons un gain 
d'expression des gènes Hoxa (par exemple Hoxa-2 chez les souris RAR134-LIKE). 
Parfois, les variations d'expression des gènes homéotiques dans les cellules cancéreuses 
concordent avec les variations d'expression observées dans les cellules transgéniques 
normales. Une étude des marqueurs spécifiques des cellules cancéreuses observées 
permettrait d'établir une filiation cellulaire plus claire avec les pneumocytes de type II ou 
les cellules de Clara afin de pouvoir comparer les cellules cancéreuses avec leur type 
cellulaire originel. Ainsi, le risque d'établir de fausses interprétations entre les cellules 
tumorales et tissulaires pulmonaires serait grandement diminué. Les mécanismes 
impliqués dans les variations d'expression des gènes Hoxa dans les tumeurs pulmonaires 
en comparaison avec les cellules du tissu pulmonaire restent inconnus. Selon la littérature, 
l'altération de l'expression des récepteurs RAR serait un facteur initiateur du processus 
d'oncogenèse chez les cellules normales (de Luca, 1991; Zhang et al., 1996; Hurst et al., 
1999; Kang et al., 2000). Une fois enclenché, le processus d'oncogenèse entraîne 
plusieurs modifications au niveau de l 'ADN cellulaire comme la méthylation aberrante 
des promoteurs de différents gènes, une acétylation anormale des histones entourant 
l'ADN et finalement des fusions entre certains gènes (Salgia et Skarin, 1998; Goodman et 
Scambler, 2000; Niklinska et al., 2001). Les gènes Hoxa sont affectés par ces 
modifications (Chariot et al., 1999; Fujino et al., 2002; Shiraishi et al., 2002; Takeneti et 
147 
al., 2002; Hershko et al., 2003), et l'expression des gènes Hoxa dans les tumeurs des 
souris transgéniques pourrait être modulée par celles-ci en plus d'être affectée par des 
modifications de l'expression des isoformes de RARp. L'ensemble des variations subies 
par les gènes homéotiques dans les cellules cancéreuses pourrait donc être le résultat de 
l'amplification des variations de l'expression des gènes Hoxa observée chez les lignées 
AS-RARP1/p3, AS-RARP2 et RARP4-LIKE. 
Nos résultats sur la dérégulation des gènes Hox ne nous permettent pas de tirer des 
conclusions quant à leurs rôles dans !'oncogenèse pulmonaire. Toutefois, deux 
hypothèses peuvent être émises à ce sujet : la dérégulation des gènes Hox pourrait 
participer activement à !'oncogenèse ou jouerait un rôle protecteur en ralentissant le 
processus d'oncogenèse. La première hypothèse est supportée par plusieurs résultats qui 
suggèrent que les gènes Hox participent activement dans l 'oncogenèse pulmonaire. Les 
protéines homéotiques influencent plusieurs processus cellulaires comme la prolifération 
et la différenciation cellulaires (Rosen et al., 1996), l'apoptose (Izon et al., 1998; Su et al., 
2001) et l'angiogenèse (Soncin et al., 1999). De plus, de nombreuses équipes de 
recherche ont démontré le caractère oncogénique de plusieurs gènes homéotiques tels que 
Hoxa-1, Hoxa-5, Hoxa-7, Hoxa-9, Hoxb-4 et Hoxb-8 (Perkins et al., 1990; Aberdam et 
al., 1991; Maulbecker et Gruss, 1993; Perkins et Cory, 1993; Thorsteinsdottir et al., 2001; 
Krosl et Sauvageau, 2000). Les gènes Hoxa-1, Hoxa-5, Hoxa-7, Hoxa-9, Hoxb-7 et Hoxc-
8 transforment des fibroblastes lorsque surexprimés (Maulbecker et Gruss, 1993). La 
seconde hypothèse, qui prône un rôle protecteur de l'état cellulaire par la dérégulation de 
l'expression des gènes Hox, est supportée dans un premier temps par Cillo (1995) qui a 
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proposé que l'organisation du patron d'expression des gènes Hox dans les poumons joue 
un rôle semblable à celui des gènes onco-suppresseurs. Dans un second temps, les 
protéines homéotiques peuvent activer l'expression de plusieurs gènes onco-suppresseurs. 
Par exemple, le gène mgl-1 est une cible du gène Hoxc-8 (Tomotsune et al., 1993), le 
gène de la protéine p53 est une cible de HOXA-5 (Raman et al., 2000) et le gène du 
régulateur du cycle cellulaire p21 waf/cipl est une cible de HOXA-10 (Bromleigh et 
Freedman, 2000). 
Le gène Hoxa-1 est un candidat important parmi ceux susceptibles de manifester 
des propriétés oncogéniques. Chez l'humain, une expression ectopique de la protéine 
Hoxa-1 a été rapportée dans de nombreux cancers du sein (Chariot et Castronovo, 1996). 
De plus, Shen et al. (2000) ont démontré que la sur-expression de la protéine Hoxa-1 
exerce un contrôle sur le niveau d'expression de gènes impliqués dans la survie le 
contrôle du cycle cellulaire, comme les gènes de la superoxide dismutase et de la 
cadhérine-6, de protéines impliquées dans la transcription tels que SAP-18 et HMG-1 
ainsi que le gène de la protéine de liaison au rétinoblastome 2 (Rb-2). D'après nos 
résultats, la protéine Hoxa-1 est relativement sur-exprimée dans les cellules pulmonaires 
des souris RAR~4-LIKE. 
Dans les cancers, l'expression du gène Hoxa-2 est très variable. Dans des tumeurs 
colorectales primaires et métastasiques, le gène Hoxa-2 est inactif, alors qu'il est exprimé 
dans les cellules colorectales normales (de Vita et al., 1993). Par contre, dans différents 
types de leucémie, son expression est inchangée (Barba et al., 1993). Nos résultats 
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montrent que la protéine Hoxa-2 est sur-exprimée chez les cellules pulmonaires des souris 
transgéniques AS-RARj31/j33 et RARj34-LIKE, alors qu'elle est plutôt sous-exprimée 
chez les cellules pulmonaires AS-RARj32. Aucune conclusion ne peut être formulée à 
partir de nos résultats sur la nature oncogénique ou suppresseur de tumeur du gène Hoxa-
2. D'autres études devront être accomplies afin de définir l'implication possible du gène 
Hoxa-2 dans !'oncogenèse pulmonaire. 
Le gène Hoxa-4 pourrait être un gène onco-supresseur. Dans des poumons 
humains normaux, l'expression de la protéine Hoxa-4 est très forte (Golpon et al., 2001). 
De plus, le patron d'expression du gène Hoxa-4 varie beaucoup dans les cancers 
colorectaux primaires et métastasiques (de Vita et al., 1993). Chez les cellules 
pulmonaires de nos souris transgéniques des modèles AS-RARj31/j33 et AS-RARj32, la 
protéine Hoxa-4 est surtout sous-exprimée, comme dans les cancers colorectaux primaires 
et métastasiques (de Vita et al., 1993). D'autres expériences devront être effectuées pour 
confirmer le rôle onco-suppresseur du gène Hoxa-4. Il serait intéressant d'identifier à 
cette fin des gènes cibles de la protéine Hoxa-4. 
Le gène Hoxa-5 pourrait être un oncogène ou un gène suppresseur de tumeur. 
Celui-ci est essentiel à l 'organogénèse et au fonctionnement des voies respiratoires 
(Aubin et aL 1997; Kim et Nielsen; 2000). De plus, l'invalidation du gène Hoxa-5 cause 
la perte d'expression de facteurs de transcription impliqués dans l'oncogénèse des cellules 
pulmonaires comme le «Thyroid Transcription Factor 1 » (TTF-1; Ordonez, 2000), 
l'«Hepatocyte Nuclear Factor 313» (HNF3j3; Jetton et al., 1998) et l'oncogène bien connu 
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N-MYC (Aubin et al., 1997; Zajac-Kaye; 2001; Hermeking, 2003). Des études ont aussi 
suggéré que la protéine HOXA-5 est un régulateur de l'expression des récepteurs à la 
progestérone chez l'humain (Raman et al., 2000). L'altération du niveau de ce récepteur 
par rapport à ceux du récepteur de l'œstrogène présent dans les cellules de la glande 
mammaire pourrait être à l'origine des cancers mammaires (Anderson, 2002). Donc, la 
protéine Hoxa-5 contrôle l'expression de facteurs de transcription impliqués dans 
!'oncogenèse. D'autre part, la sur-expression de la protéine HOXA-5 induit la protéine 
p53 dans les cancers du sein humains (Raman et al., 2000). De plus, la perte d'expression 
du gène HOXA-5 pourrait provoquer la perte d'expression de p53 (Raman et al., 2000) 
Or, la dérégulation de l'expression de la protéine p53 favoriserait le développement et la 
progression de !'oncogenèse chez les cellules pulmonaires (Osada et Takahashi, 2002). 
Chez nos souris transgéniques AS-RARj31/j33 et RARj34-LIKE, la protéine Hoxa-5 est 
sur-exprimée par rapport aux cellules contrôles. Le rôle exact de Hoxa-5 dans 
!'oncogenèse pulmonaire reste à démontrer. 
Le gène Hoxa-7 est considéré comme un oncogène, au même titre que le gène 
Hoxa-1. Maulbecker et Gruss (1993) ont rapporté que la sur-expression de la protéine 
Hoxa-7 chez des cellules primaires les transforme. De plus, le gène Hoxa- 7 est impliqué 
dans l'embryogenèse de la région thoracique de la souris (Cillo et al., 2001). Enfin, le 
gène Hoxa-7 est exprimé dans les cancers pulmonaires de type SCLC primaires et 
métastasiques (Cillo, 1994). Chez nos souris transgéniques AS-RARj31/j33, la protéine 
Hoxa-7 est sur-exprimée chez les cellules pulmonaires. Des études supplémentaires 
devront être effectuées dans le but de s'assurer des propriétés oncogéniques de Hoxa-7. 
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En résumé, nous avons montré des variations dans l'expression des gènes Hoxa en 
réponse à des modifications de l'expression des isoformes de RARJ3. La combinaison de 
différents niveaux d'expression des gènes Hox, potentiellement oncogéniques ou 
suppresseusr de tumeur, pourrait être impliquée dans le processus d'oncogenèse 
pulmonaire. Des études d'expression par immunobuvardage afin de déterminer le niveau 
des différents isoformes de RARJ3 dans les souris transgéniques AS-RARJ3l!J33, AS-
RARJ32 et RARJ34-LIKE, ainsi que le niveau des différentes protéines Hoxa dans les 
pneumocytes de type II et les cellules de Clara pourraient appuyer nos résultats. De plus, 
des études futures sur les cibles de chacun de ces gènes et sur les différents effets de la 
modification de leur expression permettront de déterminer le rôle des gènes Hoxa dans 




Au cours de ce travail, nous avons démontré que les différents isoformes de RARP 
moduleraient l'expression des gènes homéotiques du groupe A. Les variations 
d'expression dans les pneumocytes de type Il et les cellules de Clara de nos différents 
modèles de souris transgéniques affectent positivement et négativement l'expression des 
gènes Hoxa. Les isoformes RARP 1, RARP2 et RARP3 du récepteur RARP régulent 
positivement ou négativement l'expression des gènes Hoxa, alors que !'isoforme RARJ34 
régule positivement 1' expression de ces mêmes gènes. En parallèle, nous avons démontré 
l'expression du gène Hoxa-5 chez les pneumocytes de type II normaux et transgéniques 
des lignées RARP4-LIKE par immunobuvardage. 
Éventuellement, il serait intéressant de vérifier le mveau d'expression et la 
localisation des produits des gènes Hoxa par immunobuvardage classique d'extraits 
protéiques nucléaires et cytoplasmiques de pneumocytes de type II et de cellules de Clara 
transgéniques. De plus, l'identification des cibles des gènes homéotiques par micropuces 
d' ADN permettrait de mieux établir leur rôle oncogénique ou suppresseur de tumeur. 
Enfin, l'établissement de lignées cellulaires pulmonaires de pneumocytes de type II 
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